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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 etanodlicos das algas apresentaram atividade
leishmanicida, sendo o0s extratos hexanicos de ambas, escolhidos para
fracionamento e caracterizacdo quimica. O fracionamento levou a quatro fracbes, as
quais apresentaram atividade igual ou superior a observada no extrato. As fracdes
F3 e F6 do extrato hexanico 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 sdo 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, apos 2010,
observou-se um aumento relevante no nimero de casos, com 0 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-infec¢cao 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.
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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
sdo 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
téxicos 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 hi 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 nduseas,
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 téxica com varios efeitos
colaterais como febre, vomitos, anemia e problemas cardiacos. No entanto, foram
desenvolvidas formulac@es lipidicas para tentar minimizar os efeitos colaterais (NO,
2016).

Atualmente existem trés formulacdes, 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, limitac6es 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 o0 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, 0os 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 contemporaneos 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),



31

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 os
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 bioldgica,
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 sao 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 responsavel por conferir a coloracéo verde, porém
mascarada pela presenca do pigmento ficobilina, conferindo a coloracéo vermelha a
esta classe de algas . As algas Chlorophytas possuem como principais pigmentos
as clorofilas a e b na mesma proporcéo 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 sdo 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, sdo
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 nutricAo 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
qual apresenta atividade contra T. brucei rhodesiense (Clsgp = 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 é 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 antarticos 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 s6 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 sdo 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 producdo 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 Unicas, 0s microrganismos
encontrados neste ambiente sdo capazes de sobreviver a condigbes 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 condigdes 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 relacdo 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 movel, sendo eluidos de
acordo com a interagcdo que desenvolvem ao longo da éarea superficial que
percorrem, 0 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, 2H, ¥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 elucidagdo 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 antarticas 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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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a busca bioguiada de compostos com
atividade leishmanicida provenientes das macroalgas antérticas A. mirabilis e C.

jacquinotii e de seus fungos endofiticos.
Obijetivos especificos:

e Avaliacdo da atividade biologica de extratos, fracfes e subfracdes obtidos das
algas e de seus fungos endofiticos, para determinacdo da atividade
leishmanicida (Clsp) frente as formas promastigotas (Clso.pro) € amastigotas
intracelulares (Clsp.awa) de L. amazonensis e citotoxicidade (CCsp) em
macrofagos peritoneais;

¢ Identificacdo molecular dos fungos endofiticos bioativos;

e Andlise quimica dos extratos, fracdbes e subfracbes bioativas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Ressonancia Magnética Nuclear
e/ou Espectrometria de Massas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Meios de Cultura

LIT completo (Liver Infusion Tryptose): 5,0 g de Liver Infusion Broth (BD 226920),
5,0 g de triptose (BD 211713), 4,0 g de NaCl (85,55 mM), 8,0 g de Na,HPO, (7,04
mM), 0,4 g de KCI (107,3 mM), 2,0 g de glicose (22,2 mM), 0,025 g de hemina (0,15
mM), agua deionizada g.s.p — 900mL. O meio foi esterilizado por autoclave a 121°C
por 15 minutos. Apos resfriamento acrescentou-se, assepticamente, 100 mL de soro
fetal bovino (SFB) e os antibibticos estreptomicina (100 mg/mL) e penicilina (100
mu/mL).

RPMI completo (Roswell Park Memorial Institue medium)(Gibco®): uma ampola de
meio RPMI 1640 em p6 (Gibco®), foi dissolvida em agua deionizada, mantida sob
agitacao constante. Adicionou-se 2,0 g de bicarbonato de sédio (23,8 mM) e 2,38 ¢
de tampéo Hepes (9,9 mM) e agua deionizada g.s.p — 900mL. Acertou-se o pH para
7,2 e em seguida o meio foi filtrado utilizando filtro com membrana de 0,22 pm
(Kasvi®). Por fim, adicionou-se 100 mL de SFB e os antibiéticos estreptomicina (100

mg/mL) e penicilina (100 mU/mL).

3.2 Cultivo de parasitos e células de mamifero

Foram utilizados promastigotas de L. amazonensis, linhagem
MPRO/BR/1972/M1841-LV-79, gentilmente cedida pela Prof. Dra. Beatriz Stoff da
Universidade de S&o Paulo — USP. Os parasitos foram cultivados em meio de
cultura LIT, a 27°C em estufa BOD. Macrofagos foram coletados da cavidade
peritoneal de camundongos Swiss (Protocolo CEUA/FCF/CAr:. 42/2016) apoés
exposicdo a solugdo de tioglicolato de sodio 3%, por meio de lavagem com tampéao
fosfato estéril (pH 7,2). Estas células foram cultivadas em meio RPMI-1640 completo
e mantidas a temperatura de 37°C em estufa a 5% de CO2, como descrito por Dos
Santos e colaboradores (2013) (DOS SANTOS et al., 2013).

3.3 Preparo das amostras
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Os extratos, fracbes e subfracfes isolados das algas e fungos endofiticos

foram solubilizados a partir de uma solugdo de dimetilsulfoxido 100% (DMSO) de

forma que a concentracao final foi 3% por poco na placa de experimentacao.

3.4 Coleta das algas

As algas C. jacquinotii e A. mirabilis foram coletadas na missao XXXIII

através do Programa Antartico Brasileiro (periodo de Novembro a Marco de

2014/2015 e 2015/2016 respectivamente) por integrantes do projeto "Biodiversidade,

monitoramento,

estratégias de sobrevivéncia e prospeccdo de macroalgas

extremofilas da Antartica Maritima”, MCTI/CNPg/FNDCT, Acdo Transversal n°

64/2013, coordenado pelo Prof® Dr° Pio Colepicolo Neto. As algas sdo provenientes
da Baia do Almirantado, Ilha Rei George 61° 50’ e 62° 15" S, 57° 30’ e 59° 00’ W
(Figura 10). As algas foram etiquetadas, congeladas e enviadas ao Instituto de

Botanica de S&o Paulo aonde foram identificadas e seus exemplares catalogados.

Figura 10 - Localizagdo geografica do local de coleta das algas A. mirabilis e C. jacquinotii nas llhas

Shetlands do Sul, ilha Rei George, baia do Almirantado.
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3.5 Obtencéao do extrato algal

Toda a manipulacdo das algas e extratos algais, foi realizada no Laboratoério
de Farmacognosia da FCF — UNESP, sob orientacdo do Prof® Dr° André Gonzaga
dos Santos. Para a obtencdo do extrato bruto, as algas foram lavadas em agua
corrente, secas em estufa (Fanem®) com circulacéo forcada de ar a 40 °C durante
96 horas, em seguida, trituradas em moinho de facas até a obtencédo de um material
homogéneo com aspecto de p6 com massa total utilizada de 440 g da alga A.
mirabilis e 310 g da C. jacquinotii. A partir da massa obtida, seguiu a extracao
sequencial por maceragdo com agitacdo ocasional (Figura 11), onde ao material
vegetal seco (A), foi adicionado hexano (1:5 g/mL) deixado 24 horas, gerando a
solucdo hexanica 1; ao residuo (A) foi adicionado hexano (1:5 g/mL) deixado 24
horas gerando a solucdo hexanica 2. Ao residuo (B) foi adicionado etanol (1:5 g/mL),
deixado 24 horas, gerando a solucdo etandlica 1; ao residuo (B), foi adicionado
etanol (1:5 g/mL), deixado 24 horas, gerando a solucao etandlica 2. Ao residuo (C)
foi adicionado agua (1:15 g/mL) a 50 °C durante 8 horas, gerando a solucdo aquosa.
As solucbes hexanicas 1 e 2, foram reunidas gerando o extrato hexanico, assim
como as solugBes etandlicas 1 e 2, gerando o extrato etandlico. Os extratos foram
secos em evaporador rotativo, sob pressédo reduzida e temperatura adequada.
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Figura 11 - Representacdo esquematica da extracdo sequencial de metabdlitos das algas A. mirabilis
e C. jacquinotii com solventes de polaridade crescente.
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A extracdo sequencial ocorreu da seguinte forma: Ao material vegetal seco (A),foi adicionado hexano
(1:5) e deixado 24 horas, gerando a solucéo hexanica 1; ao residuo (A) foi adicionado hexano (1:5) e
deixado 24 horas gerando a solu¢do hexéanica 2. Ao residuo (B) foi adicionado etanol (1:5), deixado
por 24 horas, gerando a solu¢éo etandlica 1; ao residuo (B), foi adicionado etanol (1:5), deixado por
24 horas, gerando a solucdo etandlica 2. Ao residuo (C) foi adicionado agua (1:15) a 50 °C durante 8
horas, gerando a solucdo aquosa. As solucBes hexanicas 1 e 2, foram reunidas gerando o extrato
hexanico, assim como as solu¢des etandlicas 1 e 2, gerando o extrato etandlico. Os extratos foram
secos em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida e temperatura adequada.

3.6 Isolamento dos fungos endofiticos e obtencdo dos extratos

Todos os procedimentos de isolamento, cultivo e manipulacdo dos extratos e
fragdbes dos fungos endofiticos, foram realizados no Laboratério de Quimica
Organica do Ambiente Marinho da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de
Ribeirdo Preto, sob orientacdo da Prof2 Dr2 Hosana Debonsi e auxilio da Técnica de
Laboratério Daniela Engracia Luz. Para o isolamento dos fungos endofiticos, foi
seguida a metodologia descrita por Pereira e colaboradores (1993) e Valadao
(2012), com algumas modificagdes. As algas foram mantidas em agua do mar,
previamente esterilizada com 5% de cloranfenicol. Ap6s 24 horas o material
bioldgico foi desinfetado utilizando-se trés métodos distintos para garantir apenas o
crescimento de fungos endofiticos, como segue:

1. Método 1 (MI): lavagem com etanol 70% durante 15 segundos;
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2. Método 2 (MII): lavagem com etanol 70% por 5 segundos, seguido de hipoclorito
de sddio por 5 segundos;

3. Método 3 (MIll): etanol 70% durante 5 segundos, seguido de hipoclorito 10
segundos.

ApoGs a desinfecgdo, as algas foram novamente lavadas com agua do mar
esterilizada e em seguida, foram seccionadas em fragmentos de 1x2 mm
aproximadamente e inoculadas nos meios de cultura PDA Himedia® e Agar-Czapek
Himedia®. As placas de cultivo foram mantidas por aproximadamente nove dias a
27°C, e verificadas diariamente quanto a formacao de coldnias, a fim de observar o
melhor meio para crescimento fangico (Figura 12). Os fungos obtidos foram
repicados nos meios de cultura que cresceram, até a obtencéo de coldnias puras
(PEREIRA; AZEVEDO; PETRINI, 1993; VALADAO, 2012).
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Figura 12 - Representacdo esquematica da obtencdo de fungos endofiticos de A. mirabilis e C.
jacquinotii.
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As algas foram tratadas em agua do mar esterilizada na presenca cloranfenicol a 5%, seguida por
desinfeccdo em trés diferentes solucdes de lavagens contendo etanol e/ou hipoclorito de sédio (M,
MIl e MII), com posterior indculo de sec¢Bes de 1x2mm em meios de cultura adequados. Apds o
crescimento e isolamento de colénias puras, estas foram preservadas, ou cultivadas para obtencgéo
de extratos para testes biologicos.

Os isolados estdo preservados imersos em agua do mar esterilizada e
também em frascos inclinados contendo meio PDA, acrescidos de vaselina; ambos
0s métodos de preservacdo estdo mantidos a 25 °C. Para obtencdo do extrato
fungico bruto, realizou-se ativacao dos fungos isolados em meio PDA por sete dias e
seguiu um cultivo em escala de bancada, em triplicata para cada isolado. Para isto,
trés discos contendo o fungo foram retirados da placa de cultivo e com o auxilio de
um transfertube® transferidos para frascos de vidro de 500 mL contendo 90 g de
arroz parboilizado, previamente esterilizado por autoclavagem a 121 °C, 1 atm por
40 min, e incubado a 25 °C, durante 21 dias. Utilizou-se como controle, frascos
contendo apenas arroz parboilizado esterilizado, para verificagdo da eficiéncia da
descontaminacdo do meio solido e para comprovar que os metabdlitos produzidos
sao realmente dos fungos e néo alguma interacdo com o substrato que proporcionou

a atividade. Apos 28 dias, o extrato foi obtido do mosto fermentado que foi deixado
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em 100 mL de diclorometano:metanol (2:1) durante 24 h, depois macerado com
posterior filtracdo e nova extragdo apds mais 24 h no solvente citado. Os extratos

foram secos em evaporador rotativo a pressao reduzida e temperatura adequada.

3.7 Identificacdo dos fungos endofiticos

A identificacdo dos fungos isolados foi realizada por analise molecular no
laboratorio da Prof2 Dr2 Marcia V. Kress, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto-FCFRP-USP, seguindo metodologia previamente descrita por
White e colaboradores (1990) através da amplificacdo por PCR e sequenciamento
das regibes Internal Transcribed Sequence (ITS) do DNA ribossomal de cada
isolado fungico.

Para a PCR foram utilizados 0,5 pM dos primers ITS1 (sequéncia 5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3" e ITS4 (sequéncia 5’
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (WHITE et al., 1990); 0,2 mM de dNTPs, 1X de
tampao apropriado para enzima (buffer GC), 100 ng de DNA gendmico dos fungos e
1 U de enzima Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific®) em um
volume final de 20 pL de reacdo. Em seguida, o produto de cada PCR foi separado
em gel de agarose 1%. Os amplicons foram excisados do gel, purificados , cada
banda contendo o produto da PCR foi excisada do gel e purificada com o kit de
purificacdo de DNA de gel de agarose, Gel Band, de acordo com as normas do
fabricante (Promega® EUA). Em seguida cada amostra foi quantificada por
espectrofotometria e a integridade observada em eletroforese de gel de agarose 1%.

A reacdo de sequenciamento do DNA de cada isolado fungico foi realizada a
partir da amplificacdo por PCR das regides de interesse utilizando os primers
descritos anteriormente. O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do
Genoma Humano (USP - Campus SP) com o aparelho ABI3730 DNA Analyser
(Applied Biosistems®). Cada sequéncia gerada foi analisada no programa
ChromasPro® Software (ChromasPro 1.7.6, Technelysium Pty Ltd, Tewantin QLD,
Australia) e comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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3.8 Fracionamento dos extratos algais

O fracionamento foi realizado a partir dos extratos que apresentaram
bioatividade, para isso, os extratos foram avaliados por cromatografia em camada
delgada (CCD). Para os experimentos com CCD foram utilizadas placas de vidro de
29x5 c¢cm, com 0,25 mm de espessura de silica gel (Sorbline®) com 5-15 um de
diametro, como também placas prontas de silica gel 60 G F.s4 (Sigma®) com 8-12
pum de diametro e 200 um de espessura. Foram pesados 5 mg de cada extrato,
solubilizados em 1 mL de acetato de etila e aplicados cerca de 4 uL com o auxilio de
um capilar na placa cromatogréafica. As placas foram eluidas com diferentes fases
moveis (hexano:acetato de etila (95:05); hexano:acetato de etila (1:1); acetato de
etila (100%); acetato de etila:etanol (90:10), etanol 100%), secas em capela de
exaustao, borrifadas com H,SO,4 10% e inseridas em estufa a 110°C por 10 minutos
observando a revelacdo. ApoOs esta etapa, o fracionamento seguiu por extracdo em
fase sdlida.

O fracionamento consistiu na realizacdo de uma extracdo em fase soélida
(EFS) utilizando uma coluna de vidro de 3 cm de diametro empacotada com 10 cm
de altura de silica gel (60-200 mesh), 60A, Sigma®. A quantidade de amostra
utilizada foi calculada na proporcdo de 1:25 partes de silica, totalizando 1,68 g de
extrato e a eluicdo foi realizada com 3x a quantidade do volume morto, neste caso
150 mL, nas condi¢des definidas no item anterior por CCD. A amostra foi permeada
a silica com solvente apropriado antes da eluicdo, em seguida, o volume de 150 mL
para cada fase movel definida foi inserido na coluna, e coletadas aliquotas de 50
mL. O eluido gerado foi reunido de acordo com sua similaridade observada por

CCD, gerando as fragBes que seguiram para os testes bioldgicos.

3.9 Fracionamento dos extratos fungicos

Para o fracionamento dos extratos fungicos que apresentaram bioatividade,
foi realizada previamente CCD utilizando placas prontas de silica gel 60 G Fusq
(Sigma®) com 8-12 um de diametro e 200 pm de espessura. As condic¢des de eluicao
foram: hexano:acetato de etila (40:60); acetato de etila; acetato de etila:metanol (1:1) e
metanol. O fracionamento foi realizado por cromatografia em coluna, utilizando uma

coluna de vidro de 3 cm de diametro empacotada com 30 cm de altura de silica gel
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(60-200 mesh), 60A, Sigma®. A quantidade de amostra utilizada foi calculada na
proporcao de 1:30 partes de silica, utilizando 2,0 g de extrato. A elui¢éo foi realizada
em um gradiente crescente de polaridade, com 50 mL da fase movel para cada
condicdo, nas condicdes definidas anteriormente por CCD, sendo que para a ultima
condicao, foi adicionado 1% de hidréxido de amoénio. As fracbes geradas foram
reunidas de acordo com a similaridade observada por CCD.

3.10 Anédlise dos extratos e fracdes por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Para a caracterizacdo por CLAE, foi realizado um clean-up das amostras no
intuito de remover interferentes da analise, pois além dos metabdlitos secundarios
de interesse, 0s extratos contém outros constituintes como fibras, proteinas e
lipideos, bem como este procedimento permite a obtencdo de um extrato
homogéneo e padronizado para a analise por CLAE (JARDIM, 2010).

Para isso, 10 mg de cada extrato foi diluido em metanol:dgua com volume
final de 2 mL, em seguida foi montada uma coluna de vidro de 1,2 cm de diametro,
preenchida com 1,5 cm de altura de silica C18 (43-60 um) Discovery Supelco®. A
coluna foi condicionada com 10 mL de metanol, seguido de 10 mL da fase movel
(metanol:agua 98:02), a eluicdo foi realizada de tal forma que o volume final para
cada extrato eluido foi de 5 mL. Ap6s as amostras foram secas em capela de
exaustao seguido de dessecador contendo silica gel.

Para obtencdo dos perfis cromatogréaficos as amostras foram analisadas por
cromatografia em fase reversa, utilizando o equipamento para CLAE SHIMADZU®,
modelo Prominence, composto por duas bombas, degaseificador, sistema de injecao
automatica e com detector com arranjo de fotodiodo e solventes grau HPLC. As
amostras foram solubilizadas em 0,5 mL de metanol e filtradas em membrana de
PVDF 0,45 pm. Foi utilizada uma coluna C18 Shimadzu® (150 x 4,6mm, particula de
5 pm) com pré-coluna Shimpack-Shimadzu® (10 x 4,6mm, particula de 5 pm)
temperatura do forno a 27°C, foi realizada varredura de 190 a 800nm, em detector
UV-Vis DAD, o software utilizado foi LC Solutions®. A eluic&o foi realizada em modo
de gradiente exploratério, como fase moével (A) agua ultrapura e (B) acetonitrila: 0-2
min 5% B; 2-60 min 5-100% B; 60-65 min 100% B, com injecdo de 40 pL de

amostra.
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3.11 Sub-fracionamento dos compostos algais e fungicos

As fragbes que apresentaram melhor atividade leishmanicida foram sub-
fracionadas por CLAE semipreparativa SHIMADZU®, utilizando coluna C18 (250 x 10
mm, particula de 5 um), com detector UV-Vis DAD Shimadzu® (SPD-M10 Avp), com
sistema de integracdo computadorizado com software Cass-VP 5.02. Para isso
foram estabelecidos métodos analiticos para as fragdes algais e fungicas composto
por agua ultrapura (Fase A) e metanol (Fase B), em gradientes distintos para cada
fracdo. Para a fracdo FeF5 e FeF6 do fungo endofitico, utilizou-se o seguinte
gradiente de concentracdo: 0 min 18% B para FeF5 e 23,5% B para FeF6; 20 min
45,2% FeF5 B e 52,5% FeF6 B; 25 min 100% B FeF5 e FeF6; 27 min 100% B FeF5
e FeF6; 30 min 23,5% B FeF5 e FeF6, com fluxo de 5 mL/min e injecdo de 1 mL de
amostra. Para o sub-fracionamento das fracdes algais o método utilizado foi
isocratico, com 88,5% da fase B durante 20 minutos, com fluxo de 2 mL/min com
injegao de 1 mL de amostra.

3.12 Analise dos extratos e fragdes por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H

Para a caracterizacdo dos extratos e fracbes por RMN, foram utilizados de 10
a 15 mg de amostra diluidas nos solventes deuterados cloroférmio (CDCI3), metanol
(CD30D) e DMSO (DMSO-d6), filtrados e inseridos em tubos especificos para RMN.
As analises foram realizadas em Espectrémetro Bruker® 7,0 Tesla, operando em
gradiente de pulso a 300 MHz para o nicleo de *H. Como referéncia interna foram
os sinais do residuo de solvente ndo deuterado nos solventes deuterados - CHCls,
CH3;0OH e DMSO.

3.13 Andlise das fragdes por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM)

As andlises por Espectrometria de Massas foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular de Algas, no Instituto de Quimica Universidade de
Séo Paulo, com a colaboracdo do Prof® Dr° Pio Colepicolo e do Dr° Leonardo Villela.
As fracbes mais promissoras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a espectrometria de massas, com ionizagao por eletrospray e
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deteccdo em espectrdmetro de massas por tempo de voo. As analises foram
realizadas em cromatégrafo liquido ultra répido modelo UFLC (Shimadzu®)
composto por um degaseificador DGU-20A3R, duas bombas LC-20AD, um auto-
injetor SIL-20A HT, um forno de coluna CTO-20A e controladora CBM-20A. O
sistema de detecgdo de massas de tempo de voo (“time of flight” — TOF) utilizado foi
0 Bruker microTOF com ionizacao por eletrospray. As separacdes foram realizadas
em coluna C18 Phenomenex® Kinetex, 150 x 3 mm, 2,6um, 100A, temperatura do
forno 30°C, utilizando como fase moével A agua ultrapura/0,1% de acido férmico e
acetonitrila como fase mével B. O gradiente de eluicdo empregado nas analises foi o
seguinte: (% de fase B): 0 — 2 min (35%), fluxo 0,8 mL/min; 2 — 30 min (80%), fluxo
0,8 mL/min; 30,5 — 35 min (80%), fluxo 1,0 mL/min; 37 min (35%), fluxo 0,8 mL/min;
40 min (35%), fluxo 0,8 mL/min, com inje¢do de 10 uL de amostra a cada corrida.

O espectrometro de massas foi configurado de modo a fazer uma varredura
de m/z compreendidas entre 50 e 1000 em modo positivo seguindo os seguintes
parametros: voltagem do capilar 3200 V; diferenca do potencial -500 V; pressdo do
gas de nebulizacdo 5,0 Bar; temperatura de secagem 240 °C; e fluxo de gas de
secagem 10 L/min.

Os cromatogramas foram gerados a partir do sinal obtido pelo modo TIC “total
ion chromatogram”, no qual os picos correspondem ao somatério de todas as
relacbes massa carga m/z analisadas em um determinado tempo, relacionado ao
tempo de retencdo, demonstrado em minutos. Os dados foram confrontados com 0s
bancos: Metlin (https://metlin.scripps.edu/); PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov); Chemspider (www.chemspider.com/); Chebi
(https://www.ebi.ac.uk/chebi/); HMDB  (http://www.hmdb.ca/spectra/ms/search),
Lipdmass (http://www.lipidmaps.org/), MMCD (http://mmcd.nmrfam.wisc.edu/) e
SciFinder (https://scifinder.cas.org).
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3.14 Bioensaios para determinacao da atividade leishmanicida e citotoxica dos
extratos, fragcfes e sub-fracdes das algas e fungos endofiticos associados

3.14.1 Ensaio de avaliacao da atividade antipromastigota

A avaliacdo da atividade antipromastigota dos extratos algais, fungicos,
fracOes, subfracdes e compostos isolados, foi realizada utilizando-se a espécie L.
amazonensis. Os parasitos foram cultivados em garrafas de 25 cm? (TPP®) & 28 °C
em meio de cultura LIT durante aproximadamente cinco dias até atingir a fase
logaritmica tardia de crescimento e, em seguida, o ensaio foi realizado em placas de
96 pocos (TPP®) de acordo com a Figura 13.

Figura 13 - Representacdo esquematica do ensaio de viabilidade celular contra formas promastigotas
de L.amazonensis.
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Para cada poco foram utilizados 97 pL da suspensdo de parasitos (concentracdo de 1x10’
parasito/mL) e 3 puL dos extratos em diluicdes seriadas de 1:2, partindo-se de uma concentragao
inicial de 500 pg/mL. Como controle positivo utilizou-se parasitos incubados na presenca de
anfotericina B ou pentamidina em diluicbes seriadas de 1:2, partindo-se de 100 pg/mL de cada
farmaco; o controle negativo constitui-se em suspensdo de parasitos na auséncia dos

extratos/fracdes.

ApoOs a montagem das placas, as substancias foram diluidas DMSO 3%, e
incubadas em estufa a 28 °C durante 72 horas, seguido por contagem das células
viaveis em camara de Neubauer para os extratos e fragcdes. Para os compostos
puros, ap6s este periodo seguiu o teste colorimétrico com MTT/PMS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide/Phenazine  Methosulfate),
adicionando 10 pL por poco de MTT 6 mM /PMS 0,7 mM, o qual é reduzido a cristais
de formazana por enzimas mitocondriais de células viaveis. As células foram
incubadas durante 75 minutos, seguido da adicao de 100 uL de SDS 10%/HCI 1 M ,

por 30 minutos, a fim de se solubilizar os cristais de formazana gerados. Finalmente,


https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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a leitura da placa foi realizada no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotometro UV-visivel (DOS SANTOS et al., 2013).

A porcentagem de parasitos mortos expressos em porcentagem de
citotoxicidade foi calculada segundo a equacdo abaixo (MUELAS-SERRANO;
NOGAL-RUIZ; GOMEZ-BARRIO, 2000).

Ge—G
%C = I%lxwo
(o

Onde:
Gc=Ac-An

Sendo que, G, representa 0 numero de parasitos/mL nos poc¢os controles com
auséncia de substancia; A. o valor de absorbancia nos pocos controle (na auséncia
de substancia) com parasitos; e Ay 0 valor da absorbéncia nos pogos controle (na
auséncia de substancia) sem parasito.
Gp= Ap-Apm

Sendo que, G, representa 0 numero de parasitos/mL detectados em
diferentes concentracbes de substancias; A, o valor da absorbancia nos testes e
Apm, 0 valor da absorbancia das diferentes concentragbes de substancias na
auséncia do parasito.

Os resultados foram calculados por regressdo nao linear utilizando-se o
software Bioestat e os resultados foram expressos as forma de concentracao
inibitéria para 50% dos parasitas (Clso.pro). Os dados foram apresentados como

média e desvio padrao, a partir de duas replicatas independentes.

3.14.2 Ensaio de avaliagdo da atividade citotoxica contra células de mamiferos

A avaliacdo da atividade citotoxica, foi feita de acordo com Dutra e
colaboradores (2014), foram extraidos macrofagos da cavidade peritoneal de
camundongos machos, com idade entre 4 a 6 semanas, raga swiss, tal
procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
Faculdade, sob o protocolo CEUA/FCF/CAr: 42/2016.

Os macrofagos obtidos foram cultivados em meio RPMI e apds a contagem
diferencial apenas de células macrofagicas em camara de Neubauer e ajuste para
5x10° macréfagos/mL, 100 uL da suspensdo celular foram inoculados para ades&o
em placas de 96 pocos a 37 °C em estufa com 5% CO, por 4 horas. Posteriormente
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a aderéncia das células, o meio foi renovado e os extratos, fracdes, subfracbes e
compostos puros das algas e fungos endofiticos, como também dos farmacos de
referéncia foram adicionados e incubados por 24 horas na mesma condi¢cao descrita
no passo anterior. Apds este periodo, a determinacdo de macréfagos viaveis foi
realizada por coloracdo com MTT/PMS, conforme descrito no tépico anterior.
Finalmente, a leitura da placa foi realizada no comprimento de onda de 540 nm em
espectrofotometro UV-visivel. Os resultados foram expressos em forma de CCsy,
realizados por regressao nao linear utilizando-se o software Bioestat (DUTRA et al.,
2014).

Adicionalmente foi calculado o indice de Seletividade (IS) IS = CCsq / Clsg.ava,
gue indica o indice de seguranca da substancia em andlise, indices maiores que 10
sugerem gue o composto seja seguro (LARGERON et al., 1999; KATSUNO et al.,
2015).

3.14.3 Ensaio da atividade antiamastigota

Ap6s a adesdo de macréfagos peritoneais murinos (5x10° células/mL),
distribuidos em laminulas circulares em placas de 24 pocos, estes foram infectados
com formas promastigotas de L. amazonensis no final da fase exponencial do
crescimento, a razdo 5:1 e mantidos a 37°C em 5% CO; por 4h. Ao final, os
parasitos nao fagocitados foram removidos por lavagem, e entdo oS compostos,
solubilizados em meio fresco em concentracdes variaveis de 1.56-100ug/mL, foram
adicionados e a placa foi mantida a 37°C, 5% de CO, por 24h (DUTRA et al., 2014).
Por fim, o meio foi removido e as laminulas fixadas com metanol e coradas com
Giemsa®. Os resultados foram expressos como a concentracao inibitéria para 50%
das formas amastigotas intracelulares (Clsp.ama) determinados por regressdo nao-
linear. E os resultados expressos como média = DP de duas replicatas

independentes.



54

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos extratos das algas A. mirabilis e C. jacquinotii

Para obtencdo de metabdlitos secundéarios de algas marinhas existem varios
métodos, incluindo a extracdo por solventes, enzimaticos ou por fluido supercritico
(ZHANG et al., 2008; ANDREGUETTI, 2015). Porém os procedimentos que utilizam
solventes sdo os mais empregados devido ao seu custo mais baixo (SANTOS et al.,
2010). Desta forma, neste estudo utilizamos a metodologia de extracdo sequencial
baseada em solventes para obtencdo dos extratos algais empregados no
monitoramento bioguiado da atividade leishmanicida. O rendimento dos extratos
obtidos em relagdo ao material seco (440 g para A. mirabilis e 310 g para C.
jacquinotii) para variou entre 0,25 e 2,5%, com excecdo do extrato aquoso da alga

C. jacquinotii, o qual apresentou rendimento superior a 7% (Tabela 1).

Tabela 1 - Massa bruta e rendimentos obtidos para os extratos aquoso, etandélico e hexanico.

Alga Extrato Massa (g) Rendimento(%)
Aquoso 11,0 2,5
A. mirabilis Etandlico 6,7 15
Hexanico 5,9 1,7
Aquoso 23,7 7,7
C. jacquinotii Etandlico 3,5 1,1
Hexanico 0,8 0,2

A variacdo no rendimento de substancias extraidas € comum e pode ser
atribuida ao tipo de substancias presentes nas algas em estudo ou métodos de
extracdo utilizados como pode ser verificado em diferentes trabalhos da literatura
(NETO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009; ANDREGUETTI, 2015; SASSAKI,
2015). Baixos rendimentos, como 0 que obtivemos, representam uma das
desvantagens de se trabalhar com produtos naturais bioativos, o que dificulta o
isolamento e caracterizacdo de substancias de interesse econémico (FREARSON;
COLLIE, 2009).
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4.2 Isolamento de fungos endofiticos e obtencdo de seus extratos

Os métodos de isolamento de fungos endofiticos de algas marinhas envolvem
a utilizacdo de agentes sanitizantes e desinfetantes, tais como hipoclorito de sodio e
cloranfenicol, utilizados neste estudo. Este processo de sanitizacdo e desinfeccao é
obrigatorio para eliminacdo de microrganismos epifiticos (KJER et al., 2010),
podendo variar de laboratério para laboratério, seguido de inoculacdo em meio de
cultura apropriado, incluindo os meios PDA e agar-Czapek (PEREIRA; AZEVEDO;
PETRINI, 1993; FLEWELLING; JOHNSON; GRAY, 2013; MEDINA et al., 2016).

Neste estudo, a metodologia empregada proporcionou o isolamento de cinco
fungos endofiticos, sendo que o meio de cultura PDA foi aquele que proporcionou o
crescimento de quatro isolados, nimero maior que aquele observado em agar-
Czapek, que gerou apenas um Unico isolado (Tabela 2). De fato, o0 meio de cultura e
as condicdes de cultivo (temperatura, pH, fonte de carbono, agitacdo, etc), séo
determinantes para o crescimento flungico, ndo representando, necessariamente, a
real diversidade de microrganismos presentes na amostra analisada (KJER et al.,
2010). Os isolados foram cultivados para posterior preservacdo e obtencdo de
extratos para analise de atividade leishmanicida.

Tabela 2 - Fungos endofiticos isolados a partir das algas C.jacquinotii e A.mirabilis.

Alga Cddigo do Fungo isolado

C. jacquinotii CjCzapeckMll,

AmCzapeckMiIl,, AmpdbaMll,,
A. mirabilis AmpdbaMl,,
AmpdbbMI,

Cj = C. jacquinotii; Am = A. mirabilis; Czapeck/pda = meios de cultura; a/b = posicdo na
placa; MI/MII/MIII = métodos de desinfeccdo; 1 ou 2 indicagdo da placa que foi isolado.

O numero de isolados aqui obtidos esta diretamente relacionado tanto com as
técnicas de desinfeccdo e sanitizacdo empregadas, quanto dos meios de cultivo

utilizados. Esta afirmacao é corroborada pelos dados obtidos por Godinho et al.

(2013) e Loque et al. (2010), os quais utilizaram apenas agua do mar para lavagem
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das algas e empregaram outros meios de cultura, como agar marinho acrescidos de
glicose (2%) e cloranfenicol (200ug/mL), obtendo cerca de 25 isolados por alga.

Apo6s sucessivos repiques, as linhagens puras foram cultivadas em meio de
arroz para producao de extrato diclorometano:metanol (2:1), onde seus rendimentos
foram calculados com relacdo ao peso de substrato utilizado para a fermentacéo (90
g de arroz) (Tabela 3).

Tabela 3 - Massa bruta e rendimento finais obtidos, ap6s o cultivo em meio arroz e extragdo com
diclorometano:metanol.

Cdédigo Fungo Massa (g) Rendimento (%)

AmCzapeckMII2 4.6 5,2
AmpdaaMlI2 7,4 8,2
AmpdbaMI2 6,7 7,5
AmpdbbMI2 31 3,5

CjCzapeckMII2 7,5 8,3

A producdo de metabdlitos secundarios fungicos in vitro depende de varios
fatores de cultivo que influenciam o rendimento final dos extratos como aquelas
condicBes que mimetizam o habitat natural do microrganismo como temperatura, pH,
fonte de carbono, agitacéo, entre outros (KJER et al., 2010; ARAUJO et al., 2016).
Nas condi¢gbes experimentais aqui empregadas, obtivemos rendimentos extrativos
satisfatorios para o nosso propoésito de identificacdo de metabdlitos bioativos, sendo

gue o isolado AmpdbaMII2 apresentou 0 maior rendimento extrativo.

4.3 Monitoramento bioguiado e fracionamento de extratos algais bioativos para
atividade leishmanicida

4.3.1 Avaliagéo da bioatividade dos extratos algais

Os extratos obtidos a partir das algas antarticas A. mirabilis e C. jacquinotii
foram utilizados para avaliacdo da atividade anti-promastigota pelo método de
contagem em camara de Neubauer. Dos seis extratos avaliados, apenas aqueles
oriundos das extragcdes com hexano ou etanol apresentaram atividade leishmanicida
(Clsp < 250 pug/mL) (Tabela 4). A atividade do extrato etandlico de A. mirabilis (Clsg =
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108 + 22,65 pg/mL) foi duas vezes mais potente que o extrato etandlico de C.
jacquinotii (Clsp = 215 + 52,4 ug/mL). Em relacédo ao indice de seletividade (IS), o
extrato etandlico de C. jacquinotii foi cinco vezes mais seletivo para o parasito que
aguele apresentado por A. mirabilis.

Tabela 4 - Atividade biologica dos extratos das algas C. jacquinotii e A. mirabilis frente a formas
promastigotas de L. amazonensis e macréfagos murinos.

Alga Extrato Clsopro (Mg/mL) IS CCso(ng/mL)

A. mirabilis Aquoso > 500 (n.d) -
C. jacquinotii Aquoso > 500 (n.d) -

A. mirabilis Etanolico 108 £+ 22,65 (0,5) 59,02 + 0,10
C. jacquinotii Etandlico 215+£52,40 (>2,3) >500

A.mirabilis Hexanico 176 +11,31 (0,26) 46,10+ 10,40
C. jacquinotii Hexanico 20 £ 3,30 (0,64) 12,90 £1,50
pentamidina - 10,20+ 0,85 (3,5) 35,69 + 6,84
anfotericina B - 3,20 £ 0,03 (7,2) 23,10+ 2,52

n.d — nao detectado

Para os extratos hexanicos, temos que, C. jacquinotii apresentou atividade
biolégica cerca de nove vezes mais potente (Clsp = 20 + 3,3 pg/mL IS = 0,64) que
aguele apresentado pela alga A. mirabilis (Clsp = 176 = 11,31 pg/mL; IS = 0,26).
Nota-se que ambos extratos apresentam baixa seletividade para o parasito (Tabela
4). No entanto, € importante considerar que nesta etapa estamos avaliando extratos
e que as diferentes substancias presentes podem estar contribuindo tanto para a
atividade parasiticida quanto citotoxica, portanto, prosseguimos para a etapa de

fracionamento.

4.3.2 Analise quimica dos extratos bioativos

Embora o extrato etandlico das algas A. mirabilis e C. jacquinotii também
tenham apresentado atividade leishmanicida, decidimos explorar inicialmente
apenas os extratos hexanicos para identificacdo de possiveis substancias bioativas,
nao descartando a possibilidade de continuidade da caracterizagdo dos demais
extratos. Para as analises realizadas por CLAE em fase reversa foi escolhido um
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gradiente exploratorio, que permitiu que substancias com maior polaridade fossem
eluidas primeiro e substancias com menor polaridade eluidas posteriormente
(VOGEL; AFONSO, 2000).

Nas Figuras 14 e 15 encontram-se os perfis cromatograficos obtidos por
CLAE-DAD onde é possivel observar variabilidade nos extratos hexanicos, com
poucos picos de alta absorbancia, sendo que para o extrato de A. mirabilis ha
destaque para um pico majoritario no tempo de retencao (tg) de 57 min (250 nm) e
alguns picos de média intensidade com tr de 40 a 50 minutos (250 nm). J& para o
extrato de C. jacquinotii, observa-se varios picos de média intensidade, com
destaque para os picos com tg de 35 a 55 minutos, 0 que indica a presenca de
metabdlitos secundarios de baixa polaridade em ambos extratos hexanicos.

As absorcdes nos comprimentos de 250, 280 e 330 nm, Figuras 16 e 17,
sugerem a presenca de compostos fendlicos ou ainda alcenos conjugados
(SILVERSTEIN, WEBSTER; KIEMLE, 2007; GORINSTEIN et al., 1993).

Figura 14 - Cromatograma em gradiente exploratorio obtido por CLAE-DAD do extrato hexanico da
alga A.mirabilis monitorado em A = 250 nm.
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
acetonitrila: 0-2 min 5% B; 2-60 min 5-100% B; 60-65 min 100% B, com injecdo de 40 uL de amostra.
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Figura 15 - Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD do extrato hexanico da
alga C. jacquinotii monitorado em A = 250 nm.

i iom

T T T T T T T T T
00 50 100 150 200 250 30 30 400 450 S0,

Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase mdével (A) agua ultrapura e (B)
acetonitrila: 0-2 min 5% B; 2-60 min 5-100% B; 60-65 min 100% B, com injecdo de 40 pyL de amostra.

Figura 16 - Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD do extrato hexanico da
alga A.mirabilis monitorado em A = 250 nm (preto), A = 280 nm (vermelho) e A = 330 nm (azul).
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
acetonitrila: 0-2 min 5% B; 2-60 min 5-100% B; 60-65 min 100% B, com injecdo de 40 yL de amostra.
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Figura 17 - Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD do extrato hexanico da
alga C. jacquinotii monitorado em A = 250 nm (preto), A = 280 nm (vermelho) e A = 330 nm (azul).
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase mdvel (A) agua ultrapura e (B)
acetonitrila: 0-2 min 5% B; 2-60 min 5-100% B; 60-65 min 100% B, com injecéo de 40 pL de amostra.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico da alga A. mirabilis em CDCI3 a 300 MHz.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico da alga C. jacquinotii em CDCI; a 300 MHz.
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Os espectros de RMN de 'H das Figuras 16 e 17, sdo bastante similares,
sendo observados sinais de baixa e média intensidade na faixa espectral observada
correspondente a hidrogénios metilicos com valores de 6 entre 0,7 e 1,0 e
metilénicos com valores de & entre 1,2 e 1,6 ppm, que indicam hidrocarbonetos
saturados ou outras substancias de baixa polaridade, e alguns sinais de baixa
intensidade com valores de 6 entre 4 e 6 que sugerem a presenca de hidrogénios de
alcenos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).

4.3.3 Fracionamento dos extratos e avaliacao de bioatividade

A Extracdo em Fase Solida (EFS) foi escolhida como técnica para o
fracionamento dos extratos algais por ser uma técnica de separac¢ao liquido-sélido
utilizada comumente para concentrar e/ou extrair analitos semi-volateis e nao

volateis de amostras liquidas, porém, também pode ser aplicada para amostras
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sélidas pré-extraidas com solventes, como foi nosso caso (NOVAKOVA; VLCKOVA,
2009; JARDIM, 2010).

O fracionamento por EFS dos extratos hexanicos resultou em sete fracfes
para a alga A. mirabilis, e sete para C. jacquinotii, as quais foram agrupadas de
acordo com a similaridade quimica observada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) (Figuras 18 e 19).

Figura 20 - Representagéo esquematica do fracionamento do extrato hexanico de A. mirabilis.
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O extrato hexanico de A.mirabillis foi fracionado por Extracdo em Fase Sdélida (EFS) utilizando
eluentes distintos: 1° refere-se a mistura hexano:acetato de etila (95:05), 2°, hexano:acetato de etila
(50:50), 3°, acetato de etila 100%, 4°, acetato de etila:etanol (90:10) e 5°, etanol 100%. As fracBes
geradas (Fn.n) foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com a similaridade quimica
observada.
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Figura 21 - Representacdo esquematica do fracionamento do extrato hexanico de C. jacquinatii.
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O extrato hexéanico de C. jacquinotii foi fracionado por Extragdo em Fase Sdlida (EFS) utilizando
eluentes distintos: 1° refere-se a mistura hexano:acetato de etila (95:05), 2°, hexano:acetato de etila
(50:50), 3°, acetato de etila 100%, 4°, acetato de etila:etanol (90:10) e 5°, etanol 100%. As fracBes
geradas (Fn.n) foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com a similaridade quimica
observada.

O ensaio de atividade anti-promastigota para as fracdes obtidas foi realizado
de acordo com a metodologia descrita no item 3.12, com diluicdo seriadas (1:2) a
partir de 100 pg/mL. A Tabela 5 mostra o resultado em Clsp das fragGes obtidas a
partir de ambas espécies, onde é possivel observar que F3 (Clsp 61,4 £ 9,1 pg/mL) e
F6 (Clso= 73,4 £ 0,4 pg/mL) de A. mirabilis foram as Unicas fracbes com atividade
leishmanicida, sendo esta aproximadamente duas vezes maior que aquela
observada no seu extrato bruto (Clsp = 176 + 11,31 pg/mL). Para a alga C.
jacquinotii, foi observada atividade em todas as fragcdes, com destaque para F4 (Clsg
= 25,5+ 0,2 ug/mL) e F6 (Clsp = 36,1 = 1,6 pg/mL), que apresentaram atividade
leishmanicida semelhante a do extrato bruto (Clsp = 20 = 3,30 pg/mL).
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Tabela 5 - Atividade biolégica das Frac8es obtidas dos extratos hexanicos das algas C. jacquinatii e
A. mirabilis, frente a formas promastigotas de L. amazonensis e macréfagos murinos.

Alga Fracdo Massa(mg) Clso.pro (Mg/mL) IS CCs (ug/mL)
F1 390 > 100 (n.d) -
F2 362 > 100 (n.d) -
F3 66 61,30+9,10 (>1,6) >100
A. mirabilis F4 542 > 100 (n.d) -
F5 79 > 100 (n.d) -
F6 101 73,40+ 0,40 >14 > 100
F7 140 > 100 (n.d) -
F1 116 89,90 + 0,60 (n.d) -
F2 95 50 + 0,90 > 2) > 100
F3 24 41,80+0,70  (>2,4)  >100
C. jacquinotii F4 398 25,50 + 0,20 (1,2) 31,50 0,50
F5 37 52 + 0,05 (>19)  >100
F6 22 36,20 + 1,65 (>2,8) > 100
F7 116 59,9 + 2,80 (>1,6) >100
pentamidina - 10,20 + 0,85 (3,5) 35,69+6,84
anfotericina B - 3,20+ 0,03 (7,2) 23,10+2,52

n.d ndo detectado

As fracbes F3 e F6 de A. mirabilis apresentaram menor citoxicidade (CCsy >
100 pg/mL) em relagéo ao extrato bruto (CCso = 46,10 + 10,40 pg/mL). Para a alga
C. jacquinotii as fracdes obtidas (F1-7) também apresentaram toxicidade menor que
o extrato bruto (CCsp = 12,90 £1,50 pg/mL), sendo F4 (CCso = 31,50 = 0,50 pg/mL) e
F6 (CCso > 100 pug/mL) as mais ativas.
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4.3.4 Analise quimica das fracGes bioativas e sub-fracionamento para avaliagdo da
bioatividade

A andlise quimica das fracdes algais bioativas foi realizada inicialmente por
CLAE-DAD. Esta analise revelou que as fracdes apresentam perfis cromatograficos

semelhantes, indicando que podem apresentar constituintes quimicos similares
(Figuras 20 e 21).

Figura 22 - Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD da fragao 3 obtida por
fracionamento do extrato hexanico alga A. mirabilis, monitorado em A = 250 nm.

T
25 E
5
400
375
0
325 &
25
.
1.
150 g
&
100 ﬁ
75 2
50
25
Y o
o T T T T y T T T T T T T T T T T T T T
a0 25 50 75 100 125 150 175 20 25 20 275 30 325 330 35 400 425 450 475 500 525 550 575 mn

Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase modvel (A) agua ultrapura e (B)
metanol: 0-2 min 5% B; 2-50 min 5-100% B; 50-60 min 100% B, com injecdo de 10 uL de amostra.

Figura 23 - Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD da fragao 6 obtida por
fracionamento do extrato hexanico alga A. mirabilis, monitorado em A =250 nm.
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
metanol: 0-2 min 5% B; 2-50 min 5-100% B; 50-60 min 100% B, com injecdo de 10 pL de amostra.
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Logo, foi realizada a analise por CLAE-EM para verificar essa similaridade
pelos componentes quimicos sugeridos por esta analise. Como €é possivel observar
nos cromatogramas abaixo (Figuras 22 e 23), as duas fracdes apresentam bastante
similaridade em numero de picos e distribuicAo ao longo dos cromatogramas,
apresentando em comum o0s picos majoritarios 10 (F3) e 17 (F6), com tg de 12,1
min, além do pico 14 com tg de 21,8 min para a F3. Outros picos minoritarios
também apresentaram tempo de retencdo muito proximos, indicando a semelhanca
quimica entre as fracbes F3 e F6, respectivamente, e.g., picos 11/ 18 com tg = 12,4
e 12/ 19 com tgr = 16,9.

Figura 24 - Cromatograma da frag&o 3, proveniente do extrato hexanico da alga A. mirabilis, obtido
por CLAE-EM.
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Eluicdo realizada em modo gradiente; fase movel A - 4gua ultrapura & 1% de acido férmico e fase
movel B - metanol, onde : 0 — 2 min (35% B), fluxo 0,8 mL/min; 2 — 30 min (80% B), fluxo 0,8 mL/min;
30,5 — 35 min (80% B), fluxo 1,0 mL/min; 37 min (35% B), fluxo 0,8 mL/min; 40 min (35% B), fluxo 0,8
mL/min, com inje¢do de 10 yL de amostra a cada corrida.

Figura 25 - Cromatograma da fracdo 6, proveniente do extrato hexanico da alga A. mirabilis, obtido
por CLAE-EM.
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Eluicdo realizada em modo gradiente; fase movel A - 4gua ultrapura & 1% de acido férmico e fase
movel B - metanol, onde : 0 — 2 min (35% B), fluxo 0,8 mL/min; 2 — 30 min (80% B), fluxo 0,8 mL/min;
30,5 — 35 min (80% B), fluxo 1,0 mL/min; 37 min (35% B), fluxo 0,8 mL/min; 40 min (35% B), fluxo 0,8
mL/min, com injecédo de 10 yL de amostra a cada corrida.
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Na ultima busca realizada em 25 de Junho de 2017 nos bancos de dados
Metlin, PubChem, Chemspider, HMDB, MMCD, Lipdmass, Chebi e SciFinder,
verificamos que os picos 10 da F3 e 17 da F6 correspondem a substancia
diisobutilftalato (Figura 24), com formula molecular C16H2,04, massa 278.1518 Da,
onde os valores de m/z 279.1591 e 301.1410 relativos aos ions [M+H]" e [M+Na]"
conferem com os valores encontrados nos bancos de dados para este composto.

Os picos minoritarios 11 de F3 e 18 da F6 também sugerem a presenca dos
ftalatos diisobutilftalato, dibutilftalato ou ainda o acido monoexiletil ftalico, todos com
m/z 279.1591 e 301.1410 relativos aos ions [M+H]" e [M+Na]". Para o pico 14 da F3
foi encontrado a substancia palmitato de sorbitano (C,2H420g), utilizado como
emulsificante e aditivo alimentar, de massa 402.2981 Da e valores de m/z 403.3054
e 420.3320 relativos aos ions [M+H]" e [M+NH,4]". As demais substancias presentes
em pequena concentracdo (tabelas 11 e 12, Anexo B) podem corresponder a
terpenos derivados da vitamina E, como por exemplo, o delta-tocotrienol m/z
397.3101 [M+H]" (pico 8, F6) conhecido por apresentar atividade antioxidante (FOTI
et al., 1994). Informacdes adicionais sobre os espectros de massa encontram-se no

Anexo A.

Figura 26 - Estrutura quimica do diisobutilftalato.

Para corroborar estas anélises, foi realizado também a analise por RMN de *H
destas fracdes, ja que as informacdes obtidas por CLAE-EM proporcionam uma

caracterizagao preditiva.
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Os sinais dos hidrogénios do anel aromatico foram atribuidos no RMN de *H
da F3 e F6 (Figuras 27 a 30) aos duplos dupletos (dd) em 64 7,7 (J=5,5e 3,5 Hz) e
7,59 (J =5,5 e 3,5 Hz). Assim como uma banda de absor¢cdo Amax = 275 nm (banda
secundaria em aromaticos) foi observada no espectro de UV obtido da substancia
AmF6.2 (Figura 32), correspondente ao diisobutilftalato encontrado na F6 (PAVIA et
al., 2010). O sinal com o valor de 64 0,88 d (J = 5,2 Hz) foi atribuido as metilas na
posi¢cdo 7. J& os sinais com os valores de 64 2,02 m e 4,04 d (J = 6,6 Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios metinicos (H6) e metilénicos (H5). Ainda analisando o
espectro de RMN de 'H da F3 observa-se que os sinais majoritarios com &y 0,88;
1,63; 2,0; 2,32; 2,80 e 5,32 sugerem a presenca do acido graxo insaturado metil
(9E)-9-hexadecenoato, encontrado em organismos marinhos, com massa molecular
268.2402.

Tabela 6 - Dados espectrométricos de RMN de 'H referentes ao diisobutilftalato obtidos em metanol-
d4, para a F6 a 300 MHz.

C 5 'H (J; Hz)* 5 'H F6 (J; Hz)
3CH 7,70dd(8,9;3,2) 7,70dd (5,5; 3,5)
4CH 7,60dd(8,9;3,2) 7,59dd(5,5:3,5)

5CH2 3,99 d (6,6) 4,04 d (6,6)
6CH 1,93m 2,02 m
7CH3 0,88d (4,2) 0,88 d (5,2)

*Dados de RMN do diisobutilftalato obtido a 600 MHz para 'H, em DMSO-d6 (GARG; BISHT; LING,
2014).

Figura 27 - Espectro de RMN de 'H da F3, obtida do extrato hexanico da alga A. mirabilis em CDCl; a
300 MHz.
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Figura 28 - Expanséo dos sinais de RMN 1H caracteristicos do diisobutilftalato para a F3

Freo : & g8 8 3 B 8 Fies
I s 3 - : b
1500 Fas00
[ue F3s00
30 Fas00
[ [
F00 A Fa000
| Ttaeo f [
Fs00 } | A 2800
Lo ] Fasoo
t 8 (d
Fr00 ‘ 0.5% | 2200
Fn | L2000
Fson ‘ | F1soo
400 | 100
300 Sl
|5 | [
| | F 1000
o0 [
1 | 800
te | I
I Lo
100 [
Fco
20 I
2
300 = I
fo
w0 [
2 a0 2w 2o 2m 2w s 2o 200 2@ am 2 i 1% 1% 1% i i 1% ¢ W0 0% 0% 6w 6% 0 03 o om oo ol 0% os 03 0% o oM 0m om0
1 (o) 1 (o)
oo
= 150
[
[ 0
Laso
| | [
‘o
L0
Fasa I |
L300 Laso
F(d] E |
™ 0 | Eiad 200
| Faom
| 150
1] L |
n | | F1c0
|1 | F100 || !
| t |
] | fps
| | b0
‘ y
Lo
to
R » . . = = - 50
T T T I N A M a3 e am | els | ads | am | aiz | ad0 | aoe | 406 | 4 | 4 | 4w | a9 | 3% | am
B ooy o)

Figura 29 - Espectro de RMN de 'H da F6, obtida do extrato hexanico da alga A. mirabilis em CDCl; a
300 MHz.
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Figura 30 - Expansao dos sinais de RMN 'H caracteristicos do diisobutilftalato para a F6
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Desta forma, para os estudos a seguir, observada a similaridade entre as
fracGes, optamos pela fracdo F6 pelo fato desta ter gerado maior massa, partindo
para o sub-fracionamento por cromatografia semi-preparativa na tentativa de
purificacdo dos constituintes presentes na F6. A partir desta técnica, foi possivel a
separacdo de quatro subfracdes posteriormente denominadas AmF6.1, AmF6.2,
AmF6.3 e AmF6.4. Estas subfracbes foram avaliadas quanto a atividade

antiparasitaria e citotdxica (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atividade biolégica das sub-fracGes obtidas da F6 de A.mirabilis, frente a formas
amastigotas de L. amazonensis e macr6fagos murinos

Substancia Clsgpro (Mg/mL) Massa IS Clsgama (Mg/mL) IS CCgo (ug/mL)

(mg)
AMF6.1 >100 5 (n.d) - -
AMF6.2 66,50+4,75 6 (1,8) 400,80 (3,00 121,30£0,10
AmF6.3 >100 6 (n.d) - ; )
AMF6.4 >100 7 (n.d) - ; ]

pentamidina 3,20£0,13

(35) 6,25+058 (57) 35,69 6,84

anfotericina B 1,50 + 0,07 - (7,2) 492+0,14 (4,7 23,10+2,552

n.d. ndo detectado
A subfracdo AmF6.2 apresentou atividade leishmanicida tanto contra formas

promastigotas (Clsppro = 66,50 + 4,75 pg/mL) quanto para amastigotas
intracelulares (Clsg.ama = 40 = 0,80 pug/mL). A citotoxicidade obtida (CCso = 121,30 *
0,10 pg/mL), mostra que o (s) constituinte (s) quimico (s) presentes nesta subfracao
€ (séo) trés vezes mais seletivo para o parasito (IS = 3), similar aquela apresentada
pela anfotericina B (IS = 4,7).

Como observado nos cromatogramas da AmF6.2 (Figuras 28 e 29), a
purificacdo nao foi satisfatéria, um vez que ha ainda picos minoritarios na subfracao,
entretanto, o constituinte majoritdrio em CLAE-UV/Vis desta fracdo é o
diisobutilftalato, ap6s comparacdo com um padrdo. Esta substancia ainda continua
como constituinte majoritario da F6, embora existam outros dois picos nesta fracéo,

a atividade constatada pode ser pelo efeito majoritario do diisobutilftalato.
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Figura 31 - Cromatograma obtido em gradiente exploratério da subfracdo AmF6.2.
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
metanol: 0-2 min 5% B; 2-55 min 5-100% B; 55-60 min 100% B, com injecdo de 10 pL de amostra.

Figura 32 - Cromatograma expandido obtido em gradiente exploratério do padrao diisobutilftalato (cor
margenta) e subfracdo AmF6.2 (cor preta).
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
metanol: 0-2 min 5% B; 2-55 min 5-100% B; 55-60 min 100% B, com injecdo de 10 pL de amostra.

Os ftalatos, pelo fato de serem o0s constituintes majoritarios, podem estar
relacionados com a atividade leishmanicida observada, mas ndo podemos descartar
gue outros constituintes minoritarios, como os terpenos encontrados (derivados da
vitamina E, delta-tocotrienol, por exemplo), também possam ser responsaveis ou
contribuir para a bioatividade por efeito sinérgico. Cumpre-nos destacar que estes
ftalatos podem ser entendidos como sendo fruto de contaminagdo externa via

solvente ou uso de plasticos ja que estes sdo em geral petroquimicos utilizados
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como plastificantes ou encontrados em solventes (STAPLES; PARKERTON,;
PETERSON, 2000; CHEN, 2004).

No entanto, sabemos que ftalatos ja foram isolados de plantas superiores
(MACHADO, 2007; LI et al., 2012; WYREPKOWSKI, 2014). No que diz respeito ao
grupo das algas, estas também produzem ftalatos de diversos tipos (SASTRY; RAO,
1995; CHEN, 2004; GANTI et al., 2006; NAMIKOSHI et al., 2006; GRESSLER,
2010). Dentre estes trabalhos, o mais importante foi o realizado por Chen (2004),
gue ao cultivar a alga vermelha Bangia atropurpurea em condi¢cdes laboratoriais na
presenca de **C, livre de contaminantes ou solventes, verificou que a alga produziu
ftalatos marcados com o **C, eliminando a suspeita de bioacumulacéo por poluigéo
ou solventes e, em analise das mesmas algas cultivadas em seu ambiente natural
foram encontradas as mesmas substancias em concentracdes semelhantes,
corroborando a hip6tese de biossintese destas substancias (CHEN, 2004). Gressler
(2010) também verificou a presenca de alguns tipos de ftalatos em extratos volateis
de algas do litoral brasileiro por um processo de extracdo em HS-SPME
(Headspace-Solid Phase Microextration) livre de solventes, eliminando a suspeita de
contaminacdo por esta via (GRESSLER, 2010). Ainda nao foi possivel o
estabelecimento de vias de biossintese destes compostos, entretanto, acredita-se
gue eles sejam armazenados na membrana celular e estejam envolvidos com a
flexibilidade das células algais (CHEN, 2004).

No desenvolvimento deste projeto, tomamos todos os cuidados necessarios
para evitar presenca de contaminantes, desde o0 processo extrativo até a etapa de
sub-fracionamento das substancias, assim como a utilizacdo de solventes de boa
gualidade armazenados em recipientes de vidro, para minimizar os efeitos de
possiveis contaminantes, no entanto, SA0 necessarios mais experimentos para
poder afirmar que os ftalatos majoritarios encontrados para as fracées obtidas do
extrato hexanico da alga A. mirabilis sdo realmente produzidos pela alga e nao
advindos de contaminacdo, incluindo extracdo por HS-SPME e analise
cromatografica dos solventes utilizados no laboratério, para tentar dar mais
evidéncias a hipotese de que os ftalatos encontrados tenham sido extraidos da alga

e ndo contaminantes externos.
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4.4 Monitoramento bioguiado e fracionamento dos extratos fungicos de
extratos fungicos bioativos para atividade leishmanicida

4.4.1 Avaliagcdo da bioatividade dos extratos fungicos

Para os fungos endofiticos das algas A. mirabilis e C. jacquinotii, a Tabela 8
mostra os resultados do ensaio anti-promastigota contra formas de L. amazonensis
com os extratos obtidos. Apenas o0 extrato diclorometano:metanol obtido do fungo
identificado como AmMI2pdba apresentou atividade leishmanicida (Clso =47 + 2,01
pug/mL, IS > 10,6), mostrando-se pelo menos 10 vezes mais seletivo para o parasito.
Os demais extratos ndo apresentaram atividade leishmanicida, incluindo um extrato
obtido apenas do cultivo em meio arroz, sem o fungo inoculado, sendo estes

desconsiderados para prosseguimento de nossos estudos (Clsp > 500 pg/mL).

Tabela 8 - Atividade biolégica dos extratos diclorometano:metanol dos fungos endofiticos isolados
das algas C. jacquinotii (Cj) e A. mirabilis (Am), frente a formas promastigotas de L. amazonensis e
macréfagos murinos.

Fungo Clso.pro (Mg/mML) IS CCs (ug/mL)
AmMII2Czapeck >500 (n.d) -
AmMlII2pdba >500 (n.d) -
AmMI2pdbb >500 (n.d) -

AmMI2pdba 47 +2,01 (> 10,6) >500

CjMI12Czapeck >500 (n.d) -

pentamidina 10,2 + 0,85 (3,5) 35,69 + 6,84

anfotericina B 3,2+ 0,03 (7,2) 23,10 £ 2,52

n.d — nao detectado

Em estudo semelhante, Godinho e colaboradores (2013) investigaram a
atividade tripanocida dos extratos etanolicos dos fungos Penicillium sp. UFMG 6034
e Penicillium sp. UFMG 6120, isolados de algas antarticas pardas e verdes, contra
Trypanossoma cruzi. Estes extratos apresentaram Clso = 1,28 pg/mL e 0,48 pg/mL
respectivamente, contra formas tripomastigotas do parasito, ndo havendo dados

sobre sua toxicidade. Para as macroalgas utilizadas neste estudo, este € o primeiro



75

relato de atividade leishmanicida atribuida a fungos endofiticos associados a estas
algas.

4.4.2 Analise quimica dos extratos bioativos

Observamos de acordo com a Figuras 28 que o fungo AmMiI2pdba produziu
substancias de média e alta polaridade, com um pico de intensa absorcédo com tg de
5 minutos. Enquanto que no espectro de RMN de *H (Figura 29) podemos observar
sinais com baixa intensidade com valores &y entre 0,5 e 1,3, exceto um singleto em
6n 1,2 ppm, que sugerem a presenca de hidrogénios metilicos. Ainda sé&o
observados hidrogénios metilénicos com valores de &y entre 1,2 e 1,4 que sugerem
a presenca de hidrocarbonetos saturados na faixa espectral observada, assim como
hidrogénios de alcenos e aromaticos (64 entre 6 e 9).

Figura 33 - Cromatograma em gradiente exploratorio obtido por CLAE-DAD do extrato
diclorometano:metanol do fungo endofitico AmMI2pdaa, isolado da alga A. mirabilis, monitorado em A
= 250 nm (preto), A = 280 nm (vermelho) e A = 330 nm (azul).
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Eluicdo realizada em modo de gradiente exploratério, como fase movel (A) agua ultrapura e (B)
metanol: 0-2 min 5% B; 2-40 min 5-100% B; 40-50 min 100% B, com inje¢@o de 10 pL de amostra.
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Figura 34 - Espectro de RMN de "H do extrato diclorometano:metanol do fungo endofitico AmMI2pdaa
isolado da alga A. mirabilis em DMSO-d6 a 300 MHz.
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4.4.3 Fracionamento dos extratos e avaliacdo quimica e da bioatividade

O fracionamento do extrato bioativo foi realizado por cromatografia classica
em coluna, seguindo os mesmos principios de separacdo da CLAE, porém esta é
realizada em fase normal, com a forca da gravidade atuando na eluicdo da fase
movel contendo o analito, pela fase estacionaria e se empregada da forma correta,
proporciona alto grau de pureza dos analitos (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Foi
escolhida esta metodologia de fracionamento, uma vez que o cromatograma do
extrato apresentou poucos picos majoritarios, mais suscetiveis a purificacdo por esta
técnica. Logo, apenas um extrato fungico foi fracionado por cromatografia classica,
gue foi o extrato do fungo AmMI2pdba, gerando nove fragdes de acordo com a Figura
16.
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Figura 35 - Representagdo esquematica do fracionamento e reagrupamento das fragbes do extrato

hexanico do fungo endofitico associado a alga A. mirabilis.
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O extrato do fungo endofitico Aml2pdaa foi fracionado por Cromatografia classica nas condi¢fes: 1°
hexano:acetato de etila (40:60), 2° acetato de etila 100%, 3° acetato de etila:metanol (1:1), 4° e 5°
metanol 100% e 5° metanol com 1% de hidréxido de amdnio. As fragcdes geradas foram analisadas

por CCD e reunidas de acordo com a similaridade observada.

Na Tabela 9 estdo os resultados da atividade anti-promastigota contra L.

amazonensis das fracoes obtidas por cromatografia em coluna do extrato do fungo
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AmMI2pdba Apenas as fracdes 5 (Clsp = 50,10 + 0,80 pg/mL) e 6 (Clsp = 50,10 = 0,90
pHg/mL) mostraram potencial para continuacdo dos estudos de isolamento dos
compostos, com atividade semelhante a do extrato bruto (Clsp = 47 £ 2,01 pg/mL),
porém com citotoxicidade aparentemente maior (CCso > 100 pg/mL) para ambas

frac6es quando comparada aquela observada no extrato (CCsp > 500 pug/mL) .

Tabela 9 - Atividade biologica das fragdes obtidas do extrato do fungo AmMI2pdba isolado da alga A.
mirabilis, frente a formas promastigotas de L. amazonensis e macrofagos murinos.

Fracéo Clso(pg/mL) Massa IS CCso (Mg/mL)
(mg)
F1 > 100 151  (n.d) -
F2 > 100 64 (n.d) -
F3 > 100 150  (n.d) -
F4 > 100 18 (n.d) -
F5 50 + 0,80 16 > 2) > 100
F6 50 + 0,05 28 2 > 100
F7 A > 100 38 (n.d) -
F7 B > 100 14 (n.d) -
F8 > 100 1276  (n.d) -
F9 > 100 230 (n.d) -
pentamidina 10,20 + 0,85 - (3,5) 35,69 + 6,84
anfotericina B 3,20 + 0,03 - (7,2) 23,10 + 2,52

n.d ndo detectado

A citotoxicidade observada também continuou baixa dentro da concentracao
testada (100 pg/mL), sendo que as duas fracbes apresentaram valores semelhantes
conferindo um IS > 2 para ambas.

As Figuras 31 e 32 mostram os cromatogramas da F5 e F6 do fungo

AmMI2pdba onde € possivel observar poucos picos majoritarios em ambas fracdes.
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Figura 36 - Cromatograma em gradiente exploratdrio obtido por CLAE-DAD da F5 obtida por

fracionamento do extrato diclorometano:metanol do fungo endofitico AmMI2pdba, monitorado em A =
254 nm.
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Eluicdo realizada em gradiente exploratdrio, fase movel A - 4gua ultra pura & 1% de 4cido férmico e
fase mével B metanol, com gradiente: 0 min - 18% B; 20 min - 45,2%; 25 min - 100% B; 27 min -
100% B; 30 min - 23,5% B, com fluxo de 5 mL/min e injecdo de 1 mL de amostra.

Figura 37. Cromatograma em gradiente exploratério obtido por CLAE-DAD da F6 obtida por

fracionamento do extrato diclorometano:metanol do fungo endofitico AmMI2pdba, monitorado em A =
254 nm.
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Eluicdo realizada em gradiente exploratdrio, fase movel A - 4gua ultra pura a 1% de &cido férmico e
fase movel B metanol, com gradiente: 0 min - 23,5% B ; 20 min - 52,5% B; 25 min - 100% B; 27 min -
100% B; 30 min 23,5%, com fluxo de 5 mL/min e injecdo de 1 mL de amostra.

Dessa forma as duas fracfes seguiram para a etapa de sub-fracionamento no

intuito da purificagdo dos constituintes majoritarios e novos testes de atividade
leishmanicida.
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4.4.4 Sub-fracionamento e avaliacdo da bioatividade

Para o sub-fracionamento das fracGes bioativas foi realizada Cromatografia
semi-preparativa, pelos mesmos motivos descritos anteriormente. Foram escolhidas
para purificagdo as fragfes 5 e 6 do fungo endofitico AmMI2pdba, e seis substancias
obtidas das fracdes 5 e 6 do fungo endofitico. Estas substancias foram avaliadas
com relacdo a sua atividade anti-promastigota, anti-amastigota e citotoxica e 0s

resultados estéo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10 - Atividade bioldgica das subfracbes obtidas das fra¢des 5 e 6 do fungo endofitico
AmMI2pdba, frente a formas amastigotas de L. amazonensis e macréfagos murinos.

Substancia  Clsg.pro (Mg/mL) Massa IS Clsp.ama (Mg/mL) IS CCsp (ug/mL)

(mg)

FeF5.1 >100 2 (n.d) - - -

FeF5.2 >100 3 (n.d) - - -

FeF6.1 > 100 4 (n.d) - - -

FeF6.2 53,40 + 3,30 6 (>1.2) > 40 (n.d) > 100

FeF6.3 > 100 14 (n.d) - - -

FeF6.4 >100 2 (n.d) - - ]
pentamidina 3,20+ 0,13 - (3,5) 6,25 + 0,58 (5,7) 35,69 +6,84
anfotericinaB 1,50 + 0,07 - (7,2) 4,92+0,14 (4,7) 23,10+2,52

n.d ndo detectado

J4 para o fungo endofitico AmMI2pdba, apenas a sub-fracdo FeF6.2
apresentou atividade leishmanicida contra formas promastigotas (Clso.pro = 53,4 £
3,3 ug/mL), e maior que 40 pug/mL para formas amastigotas, ndo foi possivel a
obtencéo do valor exato do Clsg.ava devido a quantidade do material disponivel para
teste. Estdo sendo realizados ensaios de RMN de *H e **C no intuito de caracterizar
0s constituintes desta sub-fracdo. Este resultado € muito interessante, uma vez que

€ uma subfracéo, com poucos constituintes, e baixa citotoxicidade.
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4.4.5 Identificacdo dos fungos produtores de metabdlitos bioativos

A identificacdo molecular do fungo endofitico AmMiI2pdba (Figura 38),
responsavel pela atividade bioativas observada, foi realizada pela amplificacdo por
PCR e sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal com os primers ITS1 e
ITS4 (WHITE et al., 1990), gerando uma sequencia de 538 pares de base (Anexo
C). A sequéncia de DNA obtida foi analisada pela ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (Blast) (ALTSCHUL et al., 1990) contra um banco de sequencias nao-

redundantes.

Figura 38 - Foto do Isolado AmMI2pdba

A Tabela 11 mostra o resultado obtido através do alinhamento da sequéncia e
comparacao no banco de dados que resultou em uma identidade de sequéncia de
99% e e-value 0,0 com Aspergillus flavus e Aspergillus oryzae (Anexos D e E). Os
dados de ITS néo foram suficientes para discriminar o isolado a nivel de espécie. De
fato, Gazis e colaboradores (2011) relatam que o uso do marcador ITS apenas pode
falhar na identificacdo de alguns géneros de fungos, sendo assim, necessario o uso
de outros marcadores, tais como o0 gene da beta tubulina ou fragmento que codifica
a subunidade maior do RNA ribossomal (GAZIS; REHNER; CHAVERRI, 2011).
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Tabela 11 - Identificacdo molecular do fungo endofitico isolado da alga A. mirabilis

Cddigo do Resultado BLAST Query Identidade | E-value Téxon proposto
Fungo (nimero de acesso | cover (%) (%) (nimero de acesso
GenBank) GenBank)
Aspergillus flavus 100 99 0 Aspergillus sp.
(KF432854) (KF432854.1)%
AmMI2pdba
Aspergillus oryzae 99 99 0 Aspergillus sp.
(KU095081) (KU095081.1)"

a - (DIVAKARA et al., 2015).
b - N.D.

Fungos do género Aspergillus sp. sdao comumente encontrados como
enddfitos em macroalgas marinhas (OLIVEIRA; FELICIO; DEBONSI, 2012). Em se
tratando de Aspergillus spp. enddfitos de algas pardas, varias espécies deste género
sdo encontras, como por exemplo, Aspergillus wentii e versicolor, isolado de
Sargassum sp; Aspergillus niger isolado de Colpomenia Sinuosa e Aspergillus
terreus de Sargassum ilicifollium (FLEWELLING et al., 2015; SARASAN et al., 2017).
Entretanto, para macroalgas antarticas os dados na literatura sdo escassos,
havendo um registro para macroalgas pardas, referentes aos endofitos Aspergillus
terreus e Aspergillus conicus isolados das algas Phaeurus antarcticus e Adenocystis
sp., respectivamente (GODINHO et al., 2013). Logo, este € o primeiro registro deste

género como fungo endofitico para a macroalga antartica A. mirabilis.
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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 fracbes tenham apresentado valores menores que 0s
farmacos de referéncia. Com relagédo 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 fracbes 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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Cmpd 20, 20.3 min
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ANEXO C

Possiveis compostos para as fragdes F3 e F6.

Tabela 12 - Possiveis compostos obtidos por CLAE-EM para a F3 obtida do extrato hexanico da alga
A. mirabilis, encontradas nos bancos de dados HMDB, Metlin, SciFinder, LipdMass, Chebi, Pubchem
e Chemspider.

Pico Massa Possiveis substancias Férmula Massa + Appm
(m/z) adutos
1 192.1371 - - - -
2 181.1212 - - - -
(S,E)-Zearalenone C18H2205 | 319.1540 1
6-Hydroxyenterodiol C18H2205 | 319.1540 1
2-Hydroxyenterodiol C18H2205 | 319.1540 1
3 319.1536 4-Hydroxyenterodiol C18H2205 | 319.1540 1
4 387.1925 3-(1,1-Dimethyl-2- C24H2803 | 387.1931 1
propenyl)-8-(3-methyl-2-
butenyl)xanthyletin
5 214.1252 - - - -
6 191.1784 - - - -
7 237.1837 - - - -
8 229.0854 - - - -
9 327.0777 2-(4-Methyl-1,3- C20H1602 327.0782 1
pentadienyl)anthraguinone
Myclobutanil C15H17CIN4 | 327.0773 1
Dibutyl phthalate C16H2204 | 279.1591 4
Diisobutyl phthalate C16H2204 | 279.1591 4
10 279.1580
Monoethylhexyl phthalic C16H2204 | 279.1591 4
acid
Dibutyl phthalate C16H2204 | 279.1591 4
Diisobutyl phthalate C16H2204 | 279.1591 4
11 279.1579
Monoethylhexyl phthalic C16H2204 | 279.1591 4
acid
Capsiate C18H2604 | 307.1904 0
5'-Carboxy-gamma- C18H2604 | 307.1904 0
12 307.1903 chromanol
C18H2604 | 307.1904 0
Di-n-pentyl phthalate
13 590.4230 - - - -
14 420.3309 Sorbitan palmitate C22H4206 420.3320 2
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Tabela 13 - Possiveis compostos obtidos por CLAE-EM para a F6 obtida do extrato hexanico da alga
A. mirabilis, encontradas nos bancos de dados HMDB, Metlin, SciFinder, LipdMass, Chebi, Pubchem

e Chemspider.

Pico Massa Possiveis substancias Férmula Massa + Appm
(m/z) adutos
1 263.1627 - - - -
2 192.1379 N-Ethyl-N- C12H17NO | 192.1383 1
Methylcathinone
C11H1602 181.1223 0
formyl 2E,4E,6Z-
decatrienoate
4-(Butoxymethyl)phenol C11H1602 181.1223 0
formyl 2E,4Z,6Z C11H1602 181.1223 0
decatrienoate
3 | 18L.1223 C11H1602 | 181.1223 | 0
7E,10-undecadien-4-
olide
C11H1602 181.1223 0
2-
Phenylpropionaldehyde
dimethyl acetal
3-(1,1-Dimethyl-2- C24H2803 387.1931 1
propenyl)-8-(3-methyl-2-
butenyl)xanthyletin
C21H29FO4 | 387.1942 1
9-Fluoro-
11beta,1l6alpha-
dihydroxypregn-4-ene-
4 387.1937 3,20_dione
6alpha-Fluoro-11beta,17- | C21H29FO4 | 387.1942 1
dihydroxypregn-4-ene-
3,20-dione
7'-Carboxy-alpha- C21H3204 387.1932 1
chromanol
5 214.1256 - - - -
Clausarinol C24H3006 415.2115 1
| 4522170 5 Methyimelleolide | C24H3006 | 415.2115 | 1
7 191.1790 - - - -
d-Tocotrienol C27H4002 397.3101 0
alpha-Micropteroxanthin B | c27H4002 397.3101 0
8 | 3973101 delta3,5- C27H4002 | 397.3101 0
Deoxyneotigogenin
beta-Micropteroxanthin C27H4002 397.3101 0
delta3,5-Deoxytigogenin | C27H4002 | 397.3101 0




Continuacao

9 237.1848 Capsidiol C15H2402 237.1849 0
Humulene-8- C15H2402 237.1849 0
hydroperoxide

10 303.2528 | 2,3-Dihydroxypropyl 12- C17H3404 303.2530 0

methyltridecanoate

11 441.3356 | 5alpha,8alpha-epidioxy- C29H4403 441.3363 1

stigmasta-6,9(11),22E-
trien-3beta-ol

12 441.3354 | 5alpha,8alpha-epidioxy- C29H4403 441.3363 1

stigmasta-6,9(11),22E-
trien-3beta-ol

13 327.0769 - - - -

14 461.3609 - - - -

15 452.3205 - - - -

16 444.3299 - - - -

Dibutyl phthalate C16H2204 279.1591 4
Diisobutyl phthalate C16H2204 279.1591 4
17 279.1579
Monoethylhexyl phthalic C16H2204 279.1591 4
acid
Dibutyl phthalate C16H2204 279.1591 4
Diisobutyl phthalate C16H2204 279.1591 4
18 279.1580
Monoethylhexyl phthalic C16H2204 279.1591 4
acid
Capsiate C18H2604 307.1904 0
5'-Carboxy-gamma- C18H2604 307.1904 0
19 307.1904 chromanol
C18H2604 307.1904 0
Di-n-pentyl phthalate
20 282.2785 - - - -
21 359.3151 | Glycerol 1-octadecanoate | C21H4204 359.3156 1
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ANEXO D

Sequéncia de DNA obtida por amplificagdo em PCR utilizando os primers ITS1 e
ITS4 de DNA ribossomal para o fungo endofitico AmpdbaMI2.

CTAGCGAGCCACCTCCNACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGG
GGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGAT
TGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCC
GGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCG
CTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCATA

ANEXO E

Resultado Blast para a espécie Aspergillus flavus.

1 CTAGCGAGCCACCTCCNACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAT 60

61 TCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT 120
61 TCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT 120

121 GTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGG 180

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
121 GTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGG 180

181 ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGC 240

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
181 ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGC 240

241 AGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG 300
CErrrrerrrrrerrrrerrrrrertrtrrr ettt ettt ettt ettt

241 AGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGE 300

301 CATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTC 360

301 CATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTC 360

361 CCCTCTCCyggggggACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCG 420
FEEEEE ettt ettt ettt ettt ettt ettt

361 CCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCG 420

421 TATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATC 480
CErrrrrrrrrrr et et et e ettt et et ettt

421 TATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARATCAATC 480

481 TTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATA 538



481

FErrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerrr ettt et et et
TTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATA

Resultado Blast para a espécie Aspergillus oryzae.
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481

481

CTAGCGAGCCACCTCCNACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAT

FEErrrrrrrrrrrrr rerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTAGCGAGCCACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAT

TCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
TCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT

GTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGG

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
GTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGG

ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGC

AGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
AGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG

CATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTC

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
CATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTC

CCCTCTCCo9gggggACGGGCCCCARAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrre ettt et
CCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCG

TATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
TATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATC

TTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 536

TTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 536

538
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