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RESUMO

Pycnoporus sanguineus ¢ um fungo saprofitico de crescimento lento comumente
conhecido como “orelha de pau” e faz parte da Familia Polyporaceae, Aphyllophorales,
Basidiomycetes. Esta espécie sintetiza uma variedade de metaboélitos e entre esses,
pigmentos de coloragdo vermelho-alaranjado caracteristicos do tipo 2-amino fenoxazina
e esterdis. Entre os diversos pigmentos ja isolados e identificados, a cinabarina, o 4acido
cinnabarinico e a tramesanguina s3o os mais abundantes, enquanto entre os esterois, o
ergosterol e o 5,6-dihidroergosterol s&o os majoritarios. A cinabarina € mais ativa contra
bactérias Gram-positivas do que contra Gram-negativas tanto de origem alimentar,
quanto de origem humana. Em virtude da grande caréncia de drogas efetivas para o
tratamento de Leishmaniose, Doenga de Chagas e a inexisténcia de uma droga para o
tratamento da raiva, neste estudo, a cinabarina e os esterois Sa-ergost-7,22-dien-38ol
(Gal) e 5,8-epidioxi-5a,8a-~ergost-6,22-dien-380l (Ga2) foram isolados para que as
atividades antiparésitéria e/ou antiviral dessas substincias fossem testadas. A partir de
basidiomas de P. sanguineus foram obtidos extratos em hexano e em acetona, os quais
foram cromatografados em coluna de gel de silica e as fragSes obtidas foram agrupadas
pela andlise em cromatografia em camada delgada. Apés a purificagio e identificagdo
das substancias, foram realizados os ensaios biologicos. A cinabarina reduziu em 4
vezes o titulo do virus rabico, porém n3o se apresentou ativa contra os prdtozoérios
devido a sua alta instabilidade quimica. O Gal foi pouco soluvel em alguns solventes de
baixa toxicidade bioldgica e ndo foi possivel determinar a sua atividade antiviral. A
‘substﬁncia autoclavada reduziu a quantidade de formas epimastigotas da cepaY de T.
cruzi de modo equipotente ao controle (benzonidazol). O Ga2 ndo apresentou atividade
antiviral sem que houvesse um efeito citopatico sobre as células. Este esterol apresentou
uma atividade antitripanosoma 4 vezes maior que o controle, e em um estudo preliminar
apresentou atividade contra as formas tripomastigotas sanguineas. O Ga2 apresentou

elevada atividade antileishmania contra as trés cepas testadas.



ABSTRACT

Pycnoporus sanguineus is a slow-growing saprophytic fungus from the
Basiodiomycetes class and Polyporaceae Family. This species synthesizes secondary
metabolites like 2-amino phenoxazin-3-one pigments and sterols. Among the several
pigments that have already been isolated and indetificated, cinnabarin, cinnabarinic acid
and tramesanguin are the most abunbant, while among the sterols, ergosterol and 5,6-
dihidroergosterol are the major ones. The cinnabarin is more active against Gram-
positive bacteria than against Gram-negative Besides, the bacteria isolated fromhuman
origin are more sensitive than those of alimentary origin. Due to the great lack of
effective drugs for the treatment of leishmaniasis, Chagas disease and the lack of a drug
for the treatment of the rabies, in this study, the cinnabarin and sterols Sa-ergost-7,22-
dien-3Bol (Gal) and 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-3Bol (Ga2) were tested for
antiparasitic and/or antiviral activities. P. sanguineus basidiomata were obteined from
tree decay and extracted with hexane and acetone. The extracts were chromatographated
in silica gel column and the obteined fractions were analyzed by thin layer
chromatography. After the purification and the identification of the substances, the
biological activities were assayed. The cinnabarin reduced by four times the title of the
rabies virus, however, it was not active against the protozoan parasites. The sterol
named as Gal was not soluble some solvents that had low biological toxicity, therefore
it was not possible to determinate its real antiparasitic and antiviral potency. But, even
so, the sterol after having been autoclaved was able to reduce the amount of
epimastigotes forms of the strain Y of Trypanosoma cruzi in the concentration
equivalent to the drug used as control (benznidazole). The Ga2 sterol did not present
antiviral activity without showing citopatic effect on the cells. The Ga2 present activity
against culture epimastigotes approximately four times higher than the control drug, and
in a preliminary study showed activity against blood trypomastigotes “in vitro”. The
Ga2 presented high antiparasitic activity against the three tested strains of Leishmania
Spp.



1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo importantes fontes de novos medicamentos, quer pelo
aproveitamento de metabdlitos secundarios ou pelo uso de seus derivados biossintéticos e
semi-sintéticos, os quais sdo produzidos com o intuito de aumentar a sua eficacia, melhorar
a absor¢do, ou ainda diminuir a toxicidade. Muitos dos medicamentos atualmente
disponiveis tém origem vegetal e animal, € os fungos destacam-se por representar uma
fonte significante de compostos antimicrobianos e imunomoduladores (Piraino e Brandt,

1999).

Os fungos Basidiomycetes tém sido utilizados na medicina popular por diversas
comunidades desde os tempos antigos. Para uso medicinal, destacam-se as espécies que
tém basidioma macroscopico (Wasser e Weis, 1999a). Dessas espécies, um grande numero
de metabdlitos secundarios ja foram isolados e identiﬁcadqs. Além disso,’ muitos s30 os
estudos que relacionam essas substincias com diferentes atividades bioldgicas,
credenciando algumas dessas a serem candidatas a novos farmacos. Entre as substancias
cuja atividade bioldgica ja foi descrita é interessante citar os B-D-glucanos (p. ex.:
lentinan, de Lentinus edodes) que atuam aumentando ou potencializando a resisténcia do
hospedeiro e que estdo sendo investigados para o tratamento de cancer, doengas de
imunodeficiéncia (incluindo AIDS), ou imunodepressio generalizada pds-tratamento com
drogas. Esses polissacarideos e outras macromoléculas que ocorrem em Basidiomycetes,
apresentam a capacidade de fortalecer a imunidade humoral do organismo para impedir
infecgGes bacterianas, virais ou parasitarias (Wasser e Weis, 1999 b). Outros
Basidiomycetes, também sintetizam polissacarideos imunomoduladores, entre esses,

Tramella fuciformis, Schizophillum commune, Dendropolyporus umbellatus, Hericium



erinaceus, Inotus obliquus, Ganoderma lucidum, G. applanatum, L. edodes e Flammulina
velutipes (Chiara ef al., 1982; Jong et al., 1991, Ir@noda et al., 1992; Mizuno, 1995a, b,
1996, 1998; Mizuno, Sarkar e Chiara, 1995; Suzuki ef al., 1986, 1989, 1990, Wasser e
Weis, 1999b). Diversas outras substincias biologicamente ativas ja foram isoladas de
espécies encontradas em Basidiomycetes e sdo efetivas contra varios tipos de infec¢des
virais, bacterianas e parasitarias. Entre essas, a campestrina, um antibidtico isolado de
Pasiliota campestris (Bose, 1955); o armillane, um sesquiterpeno antibacteriano isolado de
Armillaria mellea (Donnelly e Hutchinson, 1990); os acidos ganodéricos Z, Y, X, W, V e
T, potentes agentes anticincer in vitro, e ganoderiol A, B e F, ganodermanotriol e 4cidos
ganodéricos B, H e C1, que s3o potentes agentes anti-HIV in vitro inibindo o efeito
citopatico e a atividade de protease desse virus (Kim e Kim, 1999). Comparando os grupos
de antimicrobianos disponiveis para o uso clinico observa-se uma grande divérsidade de
moléculas com atividade antibacteriana, poucas com atividade antifingicas e raras com
atividades antiparasitarias e antivirais (Vlietinck et al., 1997). Este fato é observado em
uma das parasitoses que representa um grande problema de saude publica no Brasil e na
América Latina, isto é, a doenga de Chagas, na qual apenas dois farmacos (benzonidazol e
nifurtimox) sdo utilizados atuaimente na quimioterapia especifica da doenga. Ambos os
compostos, sdo efetivos em reduzir a duragio e a severidade clinica da doenga de Chagas
aguda e congénita. Entretanto estes compostos tém limitada eficacia terapéutica na fase
cronica da doenga, onde os indices de cura sdo inferiores a 10% (Andrade ef al., 1991).
Além da baixa eficacia, principalmente nos casos crénicos da doenga, ambas as drogas
apresentam alta toxicidade, o que leva a diversos efeitos colaterais, incluindo distirbios
gastrointestinais, vOmito, emagrecimento, leucopenia e dermopatia alérgica (Rassi e

Lugquetti, 1992).



O insucesso da terapia antiparasitaria ndo é isolado, outros Iproblemas também séo
enfrentados na terapia antiviral. Uma das mais importantes razdes para a falta de sucesso
no desenvolvimento de drogas antivirais ¢ devido & natureza dos agentes de infecgdo viral,
que dependem totalmente da célula que eles infectam para a sua multiplicagdo e
sobrevivéncia, por isso muitos compostos que podem causar a morte dos virus também
podem igualmente injuriar as células hospedeiras que abrigam os mesmos. Na situagdo
ideal, a droga antiviral deve bloquear irreversivelmente a sintese viral detendo a infecgdo,
enquanto o sistema imune se prepara para destruir as particulas virais, evitando a apoptose.
A demanda por novas terapias antivirais ¢ importante, por conseguinte, todas as
abordagens possiveis na dire¢ido do desenvolvimento de novas drogas antivirais ou

virucidas devem ser pesquisadas (Vlietinck et al., 1997).

Apesar de todas as particularidades requeridas para o sucesso de um agente
antiviral, muitos dos estudos desenvolvidos com fungos superiores apresentaram bons
resultados. Por exemplo, o basidiomiceto Fomes fomentarius apresentou atividade antiviral
in vitro contfa o virus do mosaico do fumo e o extrato do fungo comestivel L. edodes
apresentou inibigdo na replicagdo de diversos virus tais como: virus do herpes simples,
virus da encefalite eqiiina ocidental, poliovirus, virus do sarampo, virus da caxumba e virus
da imunodeficiéncia humana (Piraino e Brandt, 1999). Além desses, muitos outros estudos
relacionados com atividades antibacteriana, antiviral e antiparasitaria de substéncias
extraidas de Basidiomycetes foram descritos (Hervey, 1947; Brain, 1950; Benedict e
Brady, 1972; Aoki, 1984; Ying et al., 1987, Sarkar et al,, 1993; Sménia et al., 1995 a;

Amoros, 1997; Sménia et al., 2000; Wasser e Weis, 1999 a, 1999 b;).

Como pode ser observado, ha grande diversidade estrutural entre os metabdlitos
que sdo sintetizados por Basidiomycetes. Muitos desses metabolitos ja foram estudados

quanto a atividade bioldgica e alguns deles apresentaram bons resultados em estudos



preliminares. No entanto, ha uma grande caréncia de drogas efetivas para o tratamento de
Leishimaniose, Doenga de Chagas e a inexisténcia de uma droga para o tratamento da
raiva Além disso, a maioria dos quimioterapicos atualmente utilizados produzem efeitos
colaterais (Sepulveda-Boza e Cassels, 1995). Essas observagdes salientam a importancia da
pesquisa sistematica por substancias tripanocidas e antivirais a partir de fontes naturais,
visando a obtengdo de drogas mais eficientes e de baixa toxicidade (Iwu, 1994). Assim
espera-se que muitas das plantas medicinais que sdo hoje conhecidas e usadas como
tratamento alternativo, déem origem no futuro aos novos agentes antivirais e

antiparasitarios.

Nesse sentido, e seguindo uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de
Antibioticos da Universidade Federal de Santa Catarina coordenado pelo Professor Artur
Smania Junior, foi dado prosseguimento ao estudo da atividade antimicrobiana do fungo
Pycnoporus sanguineus. Esse fungo sintetiza um grupo de metaboélitos secundarios cuja
estrutura basica € um anel fenoxazinico. Dentre as substancias que integram esse grupo, a
cinabarina é a mais abundante, e o acido cinabarinico e aframesanguina estdo entre as
minoritérigs. Além dos derivados fenoxazinicos, esteréis também sdo isolados a partir
dessa espécie (Achenbach e Bliimm, 1991). Estudos sobre a biossintese da cinabarina e sua -
atividade antimicrobiana ja foram realizados (Sménia et al., 1995 a; 1995 b; 1997). Neste
trabatho, sdo descritos resultados referentes a promissora atividade antiparasitaria e

antiviral de alguns desses constituintes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pycnoporus sanguineus

P. sanguineus (figura 1) é um fungo saprofitico de crescimento lento comumente
conhecido como “orelha de pau” e faz parte da Familia Polyporaceae, Classe
Basidiomycetes (Nobles e Frew, 1962). O seu habitat é sobre madeira de angiospermas

(Guzman-Davalos e Glizman, 1979).

Figura 1 — Pycnoporus sanguineus

Segundo Alexopolus e Mins (1979), o enquadrémento taxondmico completo é:
Reino: Myceteae
Divisdo: Amastigomycotina
Subdivisdo: Basidiomycotina
Classe: Basidiomycetes
Subclasse: Holobasidiomycetidae
Ordem: Aphyllophorales
Familia: Polyporaceae
Género: Pycnoporus

Espécie: Pycnoporus sanguineus (L.: Fr.) Murr. Bull. Torrey Bot. Club, 31, 421, 1904.



Algumas sinonimias e um basinémio foram citados por Gilbertson e Ryvarden

(1987) e Nobles e Frew (1962):
- Basindémio: Boletus sanguineus L. Ex Fr. Sp. Plant. 2nd p. 1646, 1763.

- Sinonimia: Polyporus sanguineus L. Ex Fr.; Polystictus sanguineus (L. Ex Fr.)

Fr.; Trametes sanguinea (L. Ex Fr.) Loyd e Coriolus sanguineus (L. Ex Fr.) Cunningham.

P. sanguineus é um fungo capaz de produzir degradagdo branca de madeira, ou
seja, é um dos organismos responsaveis pela completa degradagdo da lignina a didxido de
carbono e agua. Em termos de biotecnologia, a capacidade de degradagio da lignina é
muito importante para o meio ambiente (Capelari & Zadrazil, 1997). O uso destes fungos
pode ajudar na degradagcdo de xenobidticos, aumentar a digestibilidade de alimentos
lignocelulésicos, na detoxificagdo de alimentos contendo taninos e na biorremediag@io da

industria papeleira (Guzman-Davalos e Glizman, 1979).

Um estudo comparativo da degradagdo de palha de trigq e serragem de pinho foi
conduzido utilizando-se culturas de fungos para encontrar ‘um eﬁcientev decompositor de
lignina para cada substrato. Em ambos os substratos, Polystictus sanguineus (sin. P.
sanguineus) foi o melhor produtor de lacase, enzima do complexo de degradagio da

lignina (Arora e Garg, 1992).

Segundo Castilho e Demoulin (1997), P. sanguineus é muito sensivel a salinidade,
porém ¢ tolerante a uma ampla variagio de temperatura, suportando inclusive temperaturas
superiores a 50°C. Este mesmo autor cita P. sanguineus como uma espécie euritérmica, o
que explicaria a sua ocorréncia em todas as estag:(”;es, tanto dentro das florestas quanto em
lugares abertos, incluindo praias. No entanto, isso ndo € observado na Ilha de Santa
Catarina, pois o basidiocarpo € encontrado anualmente, nos meses mais quentes do ano

(Loguercio-Leite, 1990).



Para o género Pycnoporus sdo descritas 3 espécies: P. cinnabarinus (Jacq.:Fr.)
Karst., P. coccineus (Fr.) Bond. e Sing. e P. sanguineus (L.:Fr.) Murr. As duas primeiras
espécies ocorrem em regides temperadas e o P. sanguineus em regides tropicais e
subtropicais e é a unica espécie citada para o Brasil (Nobles e Frew, 1962). Estas espécies
sintetizam uma variedade de metabolitos e entre esses, os pigmentos de coloragio
vermetho-alaranjado caracteristicos do tipo 2-amino fenoxazina (figura 2) e os esterdis.
Entre os diversos pigmentos ja isolados e identificados, a cinabarina, o acido cinnabarinico
e a tramesanguina s3o os mais abundantes, enquanto entre os esterdis, o ergosterol e 0 5,6-
dihidroergosterol sdo os majoritarios (Tabela 1) (Achenbach e Blumm, 1991; Eggert,

1997).

R1 R2 ACIDO CINABARINICO
Rq = COOH; Rp = COOH

H2  cinaBARINA
R = CHoOH; Ry = COoH

N TRAMESANGUINA
(@) 0 R{ = COoH; Ry = CHO

FENOXAZINA

Figura 2 - Estrutura dos derivados fenoxazinicos.

Tabela 1. Constituintes majoritérios de P. sanguineus

Classe do Composto Composto

Esterois Ergosterol
5,6- Dihidroergosterol
Peroxido de Ergosterol

Fenoxazinas Cinabarina
Acido cinabarinico
Tramesanguina
O-Acetil cinabarina
2-Amino-9-formilfenoxazona-1- acido carbdnico
9-hidroximetil-2-metilamino-fenoxazona-1-acido carbdnico metil
ester
Fenoxazona
Pycnosanguina

Fonte: Achenbach e Blimm, 1991.




A cinabarina € um pigmento laranja que tem uma estrutura basica de fenoxazin-3-
ona, com um grupo carbonila no C-1, um grupo amino no C-2 e um grupo hidroxila no C-9
(Achenbach e Blumm, 1991). Essa substincia tem mostrado ser ativa contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas justificando o uso de P. sanguineus pela medicina
popular no tratamento de varias doengas infecciosas de origem bacteriana (Sménia et al.,
1995a). Na literatura ainda € descrito que esse fungo vem sendo utilizado por nativos da
América Latina e Africa como alimento e medicamento (Alibert, 1944; Fidalgo, 1965;

Fidalgo e Hirata, 1979; Pérez-Silva et al., 1988).

Esta substancia tem um cromoforo de cor laranja que poderia ser transferido a
alimentos (corante natural). Smaénia et al. (1998) avaliaram a agfo antibacteriana da
cinabarina contra bactérias isoladas de alimentos. Neste trabalho, observou-se que as
bactérias oriundas de alimentos foram mais resistentes que aquelas de fontes humanas,
porém nos dois casos a cinabarina foi mais ativa contra bactérias Gram-positivas do que

contra Gram-negativas (Smania et al., 1995a; Smania et al., 1998).

Estudos com culturas de P. sanguineus mostraram que a sintese da cinabarina
ocorreu principalmente entre o 18° ¢ 23° dias de incubagfo, fase em que a produgio de
biomassa ¢ menos acelerada (Sménia ef al., 1995b). Além disso, também foi constatado
que as melthores condigdes para aumentar a produgdo desta substincia pelo fungo sdo: pH
inicial igual a 9,0, incubag@o a temperatura de 25°C, e presenca de luz (Sménia ef al,

1997).

Além dos derivados fenoxazinicos, o P. sanguineus assim como outros
Basidiomycetes sintetizam diversos esterois (Tabela 1). Essas substﬁn;:ias possuem um
nucleo tetraciclico ciclopentanoperidrofenantreno ou esqueletos derivados deste, com uma
ou mais ligagdes duplas ou expansdes e contragdes dos substituintes presentes nos anéis.

Os esterois ndo sdo encontrados apenas em fungos. Existe uma variedade de esteréis como



“produtos finais™ nos varios sistemas biolégicos: colesterol, sitosterol, e ergosterol (figura
3), os quais sdo a maioria dos esterdis freqilentemente associados com animais, pléntas

superiores e fungos, respectivamente (Weete, 1989).

Colesterol

Ergosterol Sitosterol

Figura 3 — Esterois éstruturais mais comuns em animais (coiesterol), fungos (ergosterol) e
plantas (sitosterol).

Smania ef al. 2000 demonstraram a atividade antibacteriana de esterdis isolados do
Basidiomycetes Garnoderma applanatum. Trés esterois foram isolados: Sa-ergost-7en-
3Pol, Sa-ergost-7,22-dien-3Bol e 5,8-epidioxi-Sa,8a-ergost-6,22-dien-3fol. Entre os trés
esterois estudados, o terceiro foi 0 mais ativo e as bactérias Gram-positivas foram as mais

sensiveis.



22 DOENCA DE CHAGAS

Esta infecgdo é uma zoonose do continente americano que se estende do sul dos
Estados Unidos até a Argentina e o Chile, com elevada prevaléncia no Brasil (Rey, 1992).
A doenga de Chagas também é conhecida por tripanossomiase americana, e tem por agente
causal o Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), um protozoario flagelado, digenético,

pertencente & Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosamatidae (Rey, 1992).

Em condi¢gBes naturais, 0 mecanismo de transmissio do 7. cruzi ao homem se da
através da deposiéao das dejegdes (fezes e urina) do triatomineo infectado sobre a pele e as
mucosas do hospedeiro por ocasido do seu repasto sanguineo. Entretanto deve-se ressaltar
outros mecanismos alternativos como a transmissdo transfusional, a congénita, a acidental

de laboratério, o transplante de 6rgdos e por via oral (Dias, 1979).

2.2.1 Ciclo Biolégico

O T. cruzi apresenta um ciclo bioldgico bastante complexo incluindo trés formas
evolutivas distintas (figura 4) e requer a participagdo de um hospedeiro invertebrado
(triatomineo), ¢ de um hospedeiro vertebrado, que abrange uma grande variedade de

mamiferos, incluindo o homem.

Figura 4- Principais formas sob
as quais podem apresentar-se 0s

flagelados da Familia

Trypanosomatidae. A,

fi Amastigoata;, B, Promastigota;, C,
) Coanomastigota; D,

Epimastigota, E, Tripomastigota;
F, Opistomastigota (Rey, 1992).
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No hospedeiro vertebrado, o ciclo do parasita envolve fendmenos de
reconhecimento, ades3o e interiorizag30o celular. Uma vez no interior da célula hospedeira,
os tripomastigotas se diferenciam em formas amastigotas, as quais se evadem do vactolo
endocitico e se multiplicam por sucessivas divisdes binarias no citoplasma ceiular. Apos
um periodo de 3 a 4 dias, precedendo o rompimento da célula parasitada, os amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas, que s3o liberados ao meio extracelular, podendo infectar
as células adjacentes ou ganhar a corrente sanguinea, de onde podero atingir novas células
em outros 6rgdos cumprindo um novo ciclo de multiplicag@o, ou permanecerem no sangue
circulante do hospedeiro e serem ingeridos pelo inseto vetor por ocasiio do repasto
sanguineo (figura 5). No triatomineo os tripomastigotas presentes no sangue ingerido
evoluem para formas epimastigotas, as quais sofrem intensa multiplicagdo ao longo do
tubo digestivo do inseto e, ao atingirem a ampola retal, se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos, os quais se constituem nas formas infectantes para o hospedeiro mamifero

(Steindel, 1993).

Figura 5 ~ Ciclo evolutivo do
Trypanosoma cruzi. No intestino
do inseto (A) ha multiplica¢iio de
formas epimastigotas, ma ampola
retal (B), os parasitos transformam-
se em tripomastigotas metaciclicos
que sdo eliminados com as fezes
(C); a0 penctrarem no hospedeiro
vertebrado, os flagelados invadem
o tecido subcutineo (D) onde sob a
forma amastigota, voltam a
multiplicar-s¢; dai passam para o
sangue, como tripomastigotas (E), e
disseminam-se pelo organismo,
atacando musculos ¢ outros tecidos
). O ciclo se fecha quando o

ZER e Cirisn s bd paciente ¢é sugado por outro
£ e 5 ".ﬁ triatominio (G) e as formas
54333

sanguineas chegam ao intestino do
inseto (Rey, 1992).
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2.2.2 Patologia

A doenga de Chagas no homem apresenta um curso clinico bastante variado.
Inicialmente o paciente desenvolve uma fase aguda, 10 a 40 dias apds a infecg¢do, que pode
apresentar um consideravel parasitismo sanguineo e tecidual. Esta fase ¢ geralmente
assintomatica, entretanto alguns pacientes podem desenvolver sintomas graves como
miocardite (Rassi, 1979). Posteriormente, o paciente entra na fase cronica que se
caracteriza por um parasitismo tecidual e sanguineo escasso e de dificil detecgdo. A
maioria dos pacientes na fase crénica nfo apresenta sintomas, podendo permanecer
assintomaticos por décadas ou por toda a vida, caracterizando a forma indeterminada ou
assintomatica da doenga. Em alguns casos, estes pacientes podem evoluir para uma forma
sintomatica da doenga. As manifestagGes mais comuns s3o0 o comprometimento do sistema
cardiaco (forma cardiaca), digestivo (forma digestiva), ou de ambos (forma cardio-
digestiva) (Brener, 1987). A principal causa de morbidade e mortalidade da doenga de
Chagas ¢ a cardiopatia inflamatéria cronica. No Brasil, cerca de 50 a 60% dos pacientes
chagasicos cronicos apresentam a forma indeterminada da doenga, 20 a 30% apresentam a
forma cardiaca associada ou nfo a megacdlon ou megaes6fago e 8 a 10% apresentam a

forma digestiva (Dias, 1992).

2.2.3 Tratamento

A quimioterapia da Doenga de Chagas é ainda muito inadequada, apenas dois
farmacos sdo disponiveis para o tratamento da doenga, o Nifurtimox (NFX), atualmente
fora do mercado devido a gravidade de seus efeitos toxicos, e Benzonidazol (BNZ), um
derivado nitroimidazdlico sintetizado pela Roche e comercializado no Brasil com o nome

de Rochagan® (Rezende e Rassi, 1995).
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O objetivo do tratamento € suprimir a parasitemia e, conseqiientemente, seus
efeitos patogénicos ao organismo. De acordo com o Ministério da Satde dos governos do
Brasil e da Argentina, o tratamento com BNZ esta indicado na fase aguda da doenga, em
casos de transmissdo congénita, na reativagdo da parasitemia por imunosupressio (AIDS e
outras doengas imunossupressoras), e transplantado que recebeu o¢rgdo de doador

infectado.

224 Benzonidazol

O benzonidazol (2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida) (figura 6) ¢é
atualmente o unico farmaco empregado no tratamento da Doenga de Chagas no Brasil e na
Argentina (Dias, 1987). Os efeitos terapéuticos do BNZ na infec¢do chagasica humana
mostram notaveis diferengas, que se explicam em parte,v pela existéncia de cepas de T.
cruzi com suscetibilidade diferente frente ao farmaco, o que constitui um grande problema

biologico.

H
MY
| \N / 4
Figura 6- Estrutura do Benzonidazol

Além de inimeros efeitos colaterais, ha na literatura evidéncias da

carcinogenicidade induzida por BNZ (Teixeira et al., 1985b, 1990 a, 1990 b).

O BZN e o NFX inibem a sintese de DNA, do RNA e de proteinas de 7. cruzi,
aumentando também a degradagdo destas macromoléculas (Gonzalez e Gazzulo, 1989). A

toxicidade do farmaco pode ser atribuida a diversos fatores: (a) agdo direta do radical
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nitrodnion sobre moléculas suscetiveis entre elas o0 DNA (Docampo et al., 1981); (b)
geragio de radicais livres de oxigénio (RLO) (Docampo et al.,1979; 1981); (c) produgio
de moléculas reativas por redugdo, cuja citotoxidade é conhecida (derivados nitroso e

hidroxilamina); (d) inibi¢do direta de enzimas.

O T cruzi é um organismo deficiente em enzimas antioxidantes, por exemplo, a
catalase e a superéxido dismutase (Docampo ef al., 1981). Esta diferenga determina o
efeito do farmaco sobre o parasita. Os produtos da redugfio dos nitroimidazois, tanto o
radical nitrodnion como os derivados nitroso e hidroxilaminas, bem como os RLO
formados durante o processo, podem reagir com o DNA formando aductos (Olive e
McCalla, 1977) que facilitam a ruptura das cadeias de nucleotideos, causando mutagénese
e alcalinizagio de proteinas (McCalla, 1971). Estes efeitos se somam aos do superoéxido e o

radical hidroxil.

A sensibilidade dos parasitas aos RLO freqiientemente depende de uma deficiéncia
nas defesas bioquimicas contra o dano provocado pelos mesmos. Considerando estas
deficiéncias no aspecto biologico dos parasitas, diferentes daquelas encontradas nos

mamiferos, estas células s30 mais suscetiveis ao dano oxidativo.

De forma semelhante, a agio tripanocida do BZN parece estar relacionada a sua
capacidade de sofrer redugdo parcial, formando radicais quimicamente reativos que
determinam a produgfo de compostos de oxigénio toxicos e parcialmente reduzidos, como,
por exemplo, dnion superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila (Docampo e
Moreno, 1984, 1986; Morello, 1988). Aparentemente, o 7. cruzi apresenta baixos niveis de
glutationa reduzida e carece de catalase e glutationa peroxidase, tornando o parasita
extremamente vulneravel ao ataque das espécies reativas de oxigénio (ERO) (Boveris et

al., 1980). A reagdo das ERO com macromoléculas celulares resulta em peroxidagio dos
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lipidios e lesdes de membrana, inativagdo enzimatica, mutagénese e carcinogénese

(Moreno et al., 1980).

A peroxidagio lipidica é um conjunto de reagdes de ERO em cadeia que causam
degeneragdo das membranas celulares (Kappus, 1987). Sabe-se que a maioria dos produtos
da peroxidagdo lipidica apresenta propriedades mutagénicas e carcinogénicas. As ERO sdo
produzidas por diferentes mecanismos (Dix e Aikens, 1993) e as enzimas dependentes do
sistema citocromo P450, que metabolizam xenobidticos e certas substincias enddgenas,
tém papel importante na produgido de ERO (Bondy e Naderi, 1994). Portarito, a indugdo

destas enzimas pode estar envolvida na indugdo de carcinégenos.
2.3 LEISHMANIOSE

A Leishmaniose humana é causada por espécies e subespécies de protozoarios do
género Leishmania e Familia Trypanosomatidae. A infecgdo ocorre em todos os
continentes tropicais, exceto Australia, e afeta cerca de 10 milhdes de pessoas (WHO,
1997). Inumeras espécies de mamiferos s3o reservatorios destes parasitas que sdo
transmitidos para os seres Humanos pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas

(Tracy e Webster, 1996).

Promastigotas, flagelados extracelulares hvres, que vivem no trato gastrointestinal
anterior do hospedeiro invertebrado sdo depositados sobre a pele do mamifero juntamente
com a saliva do inseto vetor durante o repasto sangiiineo. Os parasitas sdo fagocitados
pelos macrofagos teciduais e dentro destas células se diferenciam em amastigotas os quais
se multiplicam por divisdo binaria e residem nos fagolisossomos. A ocorréncia da doenga
sistémica ou localizada depende das espécies e subespécies do parasita infectante, da

distribui¢do de macréfagos infectados e especialmente da resposta imune do hospedeiro.
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Em ordem crescente de envolvimento sistémico e severidade clinica, a leishmaniose
humana pode ser classificada nas formas cutinea, mucocutanea, cutinea difusa e visceral

(Calazar) (Tracy e Webster, 1996).

2.3.1 Tratamento

O medicamento de escolha é a N-metil-glucamina (antimonial pentavalente,
comercializado como Glucantime®). Recomenda-se a continuagio do tratamento até a

completa cicatrizag3o da ulcera (Genaro, 1997).

A via de administra¢do é geralmente intramuscular, mas pode ser feito endovenoso
ou local. A droga nio deve ser utilizada em pacientes cardiacos e nem em mulheres
gravidas, pois o antimdnio pode provocar alteragdes eletrocardiograficas e também é

abortivo (Genaro, 1997).

Em casos de resisténcia ao tratamento, pode ser utilizado o isotiocianato de

Pentamidina ou a Anfotericina B.

No Brasil, a imunoterapia é utilizada em diferentes esquemas de tratamento,
utilizando como antigeno uma vacina preparada para imunoprofilaxia (Leishvacin®,
Biobras, Montes Claros, MG). Esta vacina representa uma alternativa terapéutica de casos
“resistentes” aos antimoniais ou com a contra-indicagdo do seu uso, tais como cardiopatas,

nefropatas, mulheres gravidas, idosos, entre outros (Genaro, 1997).
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24 RAIVA

24.1 Conceito

A raiva ¢ uma encefalite viral fatal com distribuigdo praticamente mundial, que
afeta 0 homem, a maioria dos mamiferos domeésticos e um grande numero de mamiferos
selvagens. O homem pode adquirir o virus rabico através da saliva de animais raivosos que
se deposita em arranhdes na pele ou nas mucosas, por aerossois contendo patdgenos, que
podem ser encontrados no ar das cavernas, e em acidentes no laboratério, durante o
manuseio do virus ou de animais infectados (BAER et al., 1968; Price, 1997 e Nova et al,

1996).

2.4.2 O virus rabico

O virus rabico pertence 4 ordem Mononegaviralis, Familia Rhabdoviridae (Pringle,
1991). A Familia Rhabdoviridae ¢ composta de varios génefos, dos quais s6 dois infectam
mamiferos: o género Vesiculovirus, onde estdo os virus que causam a estomatite vesicular
(VSV), e o género Lyssavirus, onde esta o virus rabico e outros virus "aparentados”. A
raiva é causada por um grupo de diferentes agentes do género LySsaviru&, os quais foram

classificados segundo pardmetros soroldgicos € antigénicos em 4 sorotipos € 6 genotipos.

O sorotipo 1 engloba as amostras classicas de virus rabico (as chamadas amostras
selvagens e amostras fixas) (Schneider et al., 1973: Bourhy ef al., 1990). Nos outros
sorotipos ( 2, 3 e 4) estdo agrupados os virus denominados "aparentados" (Boulger e
Portefield, 1958; King e Tuner, 1993; Familusi et al., 1972; Shope et al., 1970; Meredith et

al., 1971).
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243 Estrutura e morfologia

A maioria dos Rhabdovirus sdo cilindricos, tem forma de "bala de fuzil", com uma
extremidade arredondada e outra plana. O virus rabico possui em média 180 nm de
comprimento e 75 nm de didmetro (Murphy, 1991), sendo constituido por dois elementos

estruturais principais, a ribonucleoproteina (RNP) e o envelope viral que envolve a RNP.

A ribonucleoproteina (RNP) ou nucleocapsideo apresenta-se sob a forma de um
complexo helicoidal constituido de RNA de fita simples associado a urﬁa nucleoproteina
(N) e a uma fosfoproteina (NS) (Sokol ef al., 1971), assim como a RNA polimerase-RNA
dependente, a proteina L (Kawai, 1971). A proteina N é a mais importante no processo de
encapsidagdo estando intimamente ligada ao genoma (Tordo ef al., 1986 a, 1986 b). A
proteina NS possui papel importante na replicagio viral, ja que esta € inibida por
anticorpos monoclonais especificos para essa protefna (Lafon e Wiktor, 1985). E uma
proteina interna, ndo estrutural (nonstructural — NS) (Delagneau, Perrin, Atanasiu, 1981).

A proteina L é responsavel pela transcrigio e replicagio do genoma (Tordo ef al., 1988).

O genoma do virus ¢ constituido por RNA de fita simples e de polaridade negativa,
isto é, ndo ¢ diretamente traduzido pela maquinaria enzimatica, mas serve de molde para
uma transcri¢do autdnoma dando origem a moléculas complementares positivas capazes de

produzir novas particulas virais (Tordo, 1991).

244 PATOGENIA

O virus rabico penetra no organismo geralmente pela via subcutinea, por mordida ou
arranhadura de animal infectado, ou pelo contato da saliva contaminada com mucosas ou
ferimentos recentes. Uma outra via possivel de penetragdo do virus é o contato estreito

com mucosas, especialmente a respiratéria. A contaminagio por via aérea foi demonstrada,
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em condig¢des naturais, quando animais sadios foram colocados dentro de grutas onde
viviam coldnias de morcegos contaminados (Constantine, 1962). A contaminagdo por via
oral se mostrou possivel quando cdes se contaminaram ao comer carcaga de raposas

infectadas na regidio do Artico (Mansel, 1951).

O virus pode ser detectado durante um breve periodo de tempo no sitio de
inoculagdo (Dean, Evans, Mcclure, 1963). Assim o tratamento humano pos-exposig¢do, que
inclui limpeza do ferimento e uso de soro € vacina, fornece resultados excelentes desde que
seja iniciado dentro de poucos dias apds o acidente. E neéessério que haja tempo de
remover ou neutralizar o virus antes que ele penetre nos nervos periféricos onde estara

protegido de uma resposta imune do hospedeiro (King e Tuner, 1993).

Apods um breve periodo de persisténcia no local da infecgdo o virus entra em fase de
eclipse traduzida pela impossibilidade de detecta-lo em qualquer tecido (Baer ef al., 1968;
Schneider, 1969 a, 1969 b). O virus deve se replicar nas fibras musculares antes de invadir
o sistema nervoso central (SNC). Essa etapa representa uma amplifica¢@io, necessaria para
que se tenha uma quantidade de virus suficiente para invadir o sistema Dervoso periférico
(Murphy e Bauer, 1974). Em seguida o virus percorre os nervos periféricos, por transporte
axonal centripeto, até o SNC, onde se multiplica e se propaga (Murphy, 1985; Cecaldi et
al., 1989). Finalmente ele se dissemina de maneira centrifuga, via nervos, em direcdo a
diversos 6rgdos inclusive as glindulas salivares, tonando possivel uma nova contaminagio

por mordida (Murphy, 1985).

A possibilidade de um animal raivoso transmitir a doenga esta relacionada com os
titulos de virus da saliva e a quantidade de saliva que penetra no ferimento. Alguns animais
sdo mais sensiveis & doenga que outros e consegiientemente muito mais faceis de transmitir

a doenga (Souza, 1976).

19



Ocorrem diferencgas na patogenicidade de diferentes variantes do virus da raiva. As
diferengas das manifestagdes clinicas nas duas formas da doenga sugerem variantes de
virus e ainda alguns fatores humanos modificam o risco de adoecer de raiva, quais sejam:
quantidade de terminais nervosos no local da mordedura, diferengas genéticas, profilaxia

pré e pos-exposi¢do (Souza, 1976).

Na auséncia de vacinagdo prévia, s3o administradas imunizagdes passiva (globulina
imune anti-rabica de origem animal) e ativa (vacinas de células dipldides). Sem vacinagéo,
a conseqiiéncia de uma contaminagdo com o virus rabico €, na maioria das vezes, a morte.

A doenga do SNC permanece essencialmente intratavel (Souza, 1976).

245 Tratamento e progndstico da raiva humana

A infecgdo rabica induz a produgio de interferon (Wiktor ef al., 1972). O interferon
produzido pela infec¢@o rabica é do tipo a e B, fato observado pelo aumento da produgio

de 2-5Asintetase e da proteina quinase-RNA-dependente no cérebro e bago de animais

infectados (Marcovistiz et al., 1984).

O tratamento antiviral pelo interferon sé € eficaz se o interferon ou um indutor da
sua sintese (como o poli-IC) for administrado antes que o virus atinja as terminagdes
nervosas. Apds o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenga, a administragéo de

interferon-a ndo alterou a evolugio da mesma (Hilfenhaus et al., 1975).

Foram tentados varios tratamentos para a raiva ap6és a manifestagio da
sintomatologia, porém sem sucesso. O uso do interferon por diferentes vias e dosagens néo

se mostrou eficaz (Merigan et al., 1984; Gode et al., 1976).

Com as técnicas de suporte avancado de vida em unidades de terapia intensiva,

conseguiu-se prolongar a sobrevida destes pacientes, porém, ainda ndo o suficiente para a
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recuperagdo dos mesmos (Hatchett, 1991). Portanto, considera-se que a raiva evolui

invariavelmente com o obito de 100% das vitimas.

2.4.5.1 Agentes quimicos inibidores do transporte axonal do virus rabico

O transporte do virus rabico para o SNC ocorre ao longo das vias nervosas, sendo
que tanto as fibras motoras quanto as sensitivas estdo implicadas no curso pelo SNP,
porém nada permite excluir um transporte eventual por estruturas perineurais (Células de

Schwann e fibrécitos) (Ceccaldi, 1989).

A aplicag@o de compostos inibidores do transporte axonal, tais como, a colchicina e
a vinblastina, no ponto de inoculagdo permite a inibigdo da migragdo do virus ao longo das

vias periféricas (Tsiang, 1979).

A colchicina, principio ativo de Colchicum autumnale é um derivado tropoldnico
que compreende 3 ciclos chamados A, B e C que se ligam de maneira reversivel a tubulina,
impedindo assim a polimeriza¢io dos microtubulos. De uma maneira geral, a inibigdo do
transporte axonal pela colchicina foi confirmada por numerosas experiéncias: no SNP, no

SNC e in vitro sobre culturas celulares de pintos (Ceccaldi, 1989).

- Qutros agentes inibidores do transporte axonal do virus rabico ja foram estudados:
vinblastina, podofilina, lumicolchicina, picropodofilina, taxol, anticorpos monoclonais

anti-tubulina (Ceccaldi, 1989).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter cinabarina e ester6is a partir de Pycnoporus sanguineus e avaliar a atividade
antiparasitaria dessas substancias contra Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. e antiviral

contra o virus da raiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair os derivados fenoxazinicos e esterdis de basidiomas de P. sanguineus.

- Purificar e identificar a cinabarina e os esterdis Sa-ergost-7,22-dien-3fol € 5,8-
epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien—3Bol, dos extratos citados acima, através de cromatografia

liquida de coluna,

- Avaliar a atividade antiparasitaria “in vitro” da cinabarina e esterdis sobre

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. .

- Comparar a eficacia tripanomicida e leishmanicida da cinabarina e dos esterdis

com a de farmacos antiparasitarios.

- Avaliar a eficacia antiviral da cinabarina e dos esterdis contra o virus rabico .
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Experimentos com Pycnoporus sanguineus

4.1.1 Coleta

Basidiomas com caracteristicas macromorfologicas de P. sanguineus foram
coletados de troncos de madeira em decomposi¢do na regido da éidade de Florianopolis.
Apoés a coleta, os basidiomas foram secos a temperatura ambiente e entdo identificados
pela Professora Clarice Loguercio-Leite do Departamento de Botdnica da Universidade
Federal de Santa Catarina, segundo descriges de Ryvarden ¢ Johansen (1980) e Gilbertson
e Ryvarden (1987). Dos basidiomas foram feitas culturas e as caracteristicas culturais dos
isolados foram confirmadas por comparagio com aquelas descritas por Nobles e Frew
(1962) e Stalpers’(1978). Posteriormente os basidiomas foram processados com o intuito

de se obter as substincias a serem estudadas.

4.1.2 Isolamento

Fragmentos de aproximadamente 1 cm? foram retirados do carpéforo do fungo, e
sob condigGes assépticas, foram transferidos para o agar batata dextrose distribuido em
tubos de ensaio. As culturas foram incubadas por 10 dias a 25°C. O controle de pureza foi
feito a olho nﬁ pelas caracteristicas macroscopicas e a0 microscopio optico bYASTAR v,
OLYMPUS com aumento de 1000 vezes para a observagdo de fibulas no micélio. As

culturas puras foram mantidas na geladeira e repicadas a cada 3 meses.
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4.1.3 Extracio e Purificacio das Substincias de Interesse Bioldgico

Os basidiomas do fungo foram triturados e colocados em extrator Soxhlet. Para a
extragdo das substincias foram utilizados dois solventes: o hexano e a acetona. O hexano
foi usado durante 72 horas, em seguida procedeu-se a extragdo com acetona por mais 96
horas. Os solventes presentes nos extratos brutos foram evaporados e os residuos foram
acondicionados em dessecador sob vacuo e ao abrigo da luz para que posteriormente

fossem purificados.
4.1.3.1 Purificagdo dos Esterois

O residuo do extrato em hexano (1,0 g) foi cromatografado em coluna de vidro (64 x
2 cm) com 50 g de gel de silica (Carlo Erba) ativada, utilizando-se sistemas com gradiente
crescente de polaridade (CHCl;:Hexano 8:2; CHCl;; CHCls:Metanol 98:2-7:3). Foram
coletados volumes de 10 ml monitorados por cromatografia de camada delgada (CCD) —
(fase estacionaria: placas analiticas de gel silica 60F254 com 0,20 mm de espessura, Merck;
fase movel: cloroférmio: hexano (9:1), cloroférmio e cloroférmio: metanol (98:2);
revelagdo: luz visivel, luz ultravioleta e acido p-anisaldeido a quente). No desénvolvimento
das CCDs foram incluidos os seguintes esterdis isolados de outras espécies de fungos: Sa-
ergost-7en-3pol (Ga0), 5a-ergost-7,22-dien-3Bol (Gal) e 5,8-epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-
dien-3Bol (Ga2). Os eluatos, cujos componentes majoritarios apresentaram valor de Ry
compativel aos padrdes (Gal e Ga2) foram entfio agrupados. As fragdes resultantes foram
cromatografadas novamente, em sistemas semelhantes aos usados anteriormente na

tentativa de separar os esterdis de outras substancias com Rf muito proximos.

Na tentativa de reduzir a0 maximo os contaminantes, as fragées contendo os esterois

foram submetidas a cristalizag8o. A cristalizagdo para a obtengdo de Gal foi feita em
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acetona i quente e a recristalizagdo foi feita em etanol & quente. A cristalizagdo para a
obtengio de Ga2 foi feita em hexano i quente e a recristalizagio foi feita em etanol a
quente. Desta maneira obteve-se cristais em forma de agulhas brancas e cor palha para Gal
e Ga2 respectivamente. Os cristais foram armazenados adequadamente a temperatura
ambiente para que posteriormente fossem usados nos testes de atividade biologica. A
confirmag¢do da composi¢do desses cristais foi feita pelo professor Franco Delle Monache
do Institutto di Chimica da Universita Cattolica del Sacro Cuore em Roma, por meio de
espectros de ressonincia magnética nuclear, confrontando os dados obtidos com os
descritos na literatura (Achenbach e Bliimm, 1991; Delle Greca et aI_., 1990; Kac et al.,

1984; Smania et al., 2000).
4.1.3.2 Purificagdo da Cinabarina

O residuo do extrato em acetona (2,5 g) foi adsorvido em 5 g de silica e entéo
cromatografado em coluna de vidro (64 x 2 cm) com 65 g de gel de silica (Carlo Erba)
ativada, utilizando-se sistemas com gradiente crescente de polaridade (acetato de etila:
metanol:acido acético 98,5:1:0,5 — 88:1:4). Foram coletados volumes de 15 ml
monitorados por cromatografia de camada delgada (CCD) - (fase estacionaria: placas
analiticas de gel silica 60F,s4 com 0,20 mm de espessura (Merck); fase movel para o
extrato acetona: acetato de etila: acido acético (9:1); revelagdo: luz visivel, luz ultravioleta
e acido sulfurico a quente). Os eluatos, cujo componente majoritario apresentou valor de R

semelhante ao composto padrdo (cinabarina), foram entdo agrupados.

Os solventes das fracdes do extrato em acetona foram evaporados e os residuos
foram ressuspensos em pequenas quantidades de hidréxido de aménio 0,1N. O excesso de

base foi removido por evaporagdo e o material foi congelado e entdo liofilizado. As
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ampolas foram fechadas a vacuo e mantidas em geladeira para que posteriormente fossem

usadas nos testes de atividade biologica.

42 EXPERIMENTOS COM TRIPANOSSOMATIDEOS:

4.2.1 Parasitas
Para o estudo de atividade dos compostos foram utilizadas as seguintes cepas de
tripanosomatideos:

- Trypanosoma cruzt:

- Cepa Y (isolada de um caso humano em Sio Paulo).
- Leishmania sp. :

- Lb 2904 de L. braziliensis (isolada de um caso humano no Instituto

Evandro Chagas, Belém, Para);
- H1 de L. amazonensis (isolada de um caso humano em Santa Catarina);

- BH-46 de L. chagasi (isolada de um caso humano em Minas Gerais).

4.2.2 Drogas

Os compostos denominados como Gal e Ga2 e a cinabarina foram solubilizadas
com DMSO, filtradas (filtro 0,45 pum) e mantidas na geladeira a 4°C até seu uso. Como
controles foram utilizados benzonidazol (Rochagan®) nos experimentos com T. cruzi e

anfotericina B (Fungison®) nos experimentos com as espécies de Leishmania.
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423 Meios de Cultura

Os parasitas foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) e meio
Schneider (Sigma®) utilizados para o cultivo de T cruzi e Leishmania spp.
respectivamente, ¢ mantidos 28°C através de repiques semanais. O cultivo e a manutengio
das cepas foram realizados pelos alunos Leonardo e Bibiana do Laboratério de

Protozoologia da UFSC, coordenado pelos Professores Mario Steindel e Edmundo Grisard.

424 Preparo do Parasita

a) Trypanosoma cruzi

Para os ensaios de atividade de drogas, a cepa’Y de T. cruzi foi crescida em 10 ml de
meio LIT distribuidos em frascos de 25 cm?, a temperatura de 28°C. Epimasﬁgotas obtidos
na fase exponencial de crescimento foram lavados 3 vezes em solugdo salina tamponada
com fosfatos (PBS) pH 7.4 a 1.500 x g por 10 minutos e mantidos em banho de gelo. Os
parasitas foram susbendidos em meio LIT e o numero de células foi determinado pela
contagem em cidmara de Neubauer. A seguir o nimero de parésitas foi ajustado para 2 x

10° parasitas/ml.

b) Leishmania spp.

Para os ensaios de atividade de drogas as trés cepas de Leishmania sp. foram
crescidas em 10 ml de meio Schneider distribuidos em frascos de 25 cm” e suplementado
com 5% de SBF, a temperatura de 28°C. Promastigotas de cultura foram coletados na fase
exponencial de crescimento, lavados 3 vezes em PBS pH 7,4 a 1.500 x g por 10 minutos e
mantidos em banho de gelo. O numero de células foi determinado pela contagem em

camara de Neubauer. A seguir o nimero de parasitas foi ajustado para 1x10° parasitas /ml.
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4.2.5 Montagem do experimento

As concentragdes das drogas foram ajustadas em ordem decrescente (ug/ml): 25,
10, 5,1, 0,5 € 0,25 para a montagem do experimento com Leishmania sp. e 500, 250, 125,
50, 25, 10, 5, 1 (ug/ml) para T. cruzi. Para realizagdo dos experimentos, 200ul da solugio
de parasitas foram distribuidos em placas de cultura com 96 orificios (Costar®), contendo
diferentes concentragdes dos compostos a serem testados e das drogas padrdes. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos 3 vezes. Apds a adigdo do
composto as amostras foram homogeneizadas e incubadas a4 28°C por 72 horas. Apos a
incubacdo as placas foram avaliadas visualmente em microscopio invertido para
verificagdo de motilidade dos parasitas. Apds homogeneizagdo uma aliquota de 10ul de

cada amostra foi retirada para contagem do nimero de parasitas em cdmara de Neubauer.

Como controle nos experimentos os parasitas foram crescidos na auséncia de
drogas em meio contendo 2,5% de DMSO concentragdo final e presenga de 200, 100 e 50
de benzonidazol para T. cruzi e de 0,5, 0,1 e 0,001 pg/ml de anfotericina B para

Leishmania spp. A contagem dos parasitas foi feita como descrito anteriormente.

4.2.6 Anadlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como méd_ig e erro padrdo da média, exceto as DLso
(concentragdes das drogas que reduzem a resposta a 50 % em relagdo ao grupo controle),
que sdo apresentados como médias geométricas acompanhadas de seus limites de
confianga em nivel de 95%. Valores de p < 0,05 ou menor sdo considerados como
indicativos de significincia. As DLso sd3o estimadas a partir de experimentos individuais

por interpolagdo grafica no programa Graph Prism Instat®.
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43 EXPERIMENTOS COM VIRUS RABICO

43.1 Meio de Cultura

Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-F12) - o qual se

destinou ao cultivo de células para produgdo do virus rabico.

4.3.2 Células

C6 (ATCC:CCL107) e BHK-21 (ATCC:CCL10) foram mantidas em
monocamadas em meio DMEM-F12 acondicionados em frascos de cultura de 25 cm” com
25 mM de bicarbonato de sédio, contendo 10% de SBF. As células foram mantidas em
estufa a 37°C, com 5% de CO,. O repique de células foi efetuado duas vezes por semana

com solugio de tripsina-EDTA.

N2A (ATCC:CCL 131) foram mantidas em monocamadas em meio DMEM - F12,
contendo 10% de SBF e aminoacidos ndo-essenciais em frascos de 25 cm’. As células
foram mantidas em estufa a 37° C, com 5% de CO,. O repique foi efetuado duas vezes por

semana com solugdo de tripsina-EDTA.

4.3.3 Virus rabico

A amostra viral empregada foi a PV (Pasteur virus), gentilmente cedida pelo
Instituto Pasteur de S3o Paulo. A amostra PV foi mantida em cultura de células BHK-21 e
o sobrenadante da cultura foi coletado apos 48/72 horas de infecg@o e utilizado como fonte

de virus. As aliquotas foram armazenadas a -80°C.
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43.4 Determinacio da atividade antiviral

4341 Atividade antiviral da cinabarina

Para se analisar a agdo da substincia cinabarina sobre a replicagdo do virus rabico
em cultura celular, foi utilizada a técnica de titulagdo deste virus, em condigdes assépticas

conforme descrita por Smith ef al. (1996), com as seguintes modificagdes:

1) A cinabarina liofilizada foi dissolvida em tampdo PBS, filtrada com filtro de
0.45 pum (Millipore®) e entfio diluida a partir de uma concentragio inicial de 10 mg/ml até

39 pg/ml. As diluigdes foram reservadas para uso posterior;

2) Uma placa de 96 orificios foi preparada adicionando-se 100 pl de meio de

cultura em cada orificio para fazer a dilui¢do do virus na placa;

3) As células N2A foram adicionadas de tripsina, suspendidas em de meio de
cultura, a uma suspensio celular ajustada para conter 5X10* células/50 ul. 50pl de células
foram adicionados em cada orificio. e entfio a placa foi incubada por 30 minutos a 37°C,

5% de CO2;

4) Apo6s 30 minutos, a placa foi retirada da estufa e 100 pl das diferentes diluigSes

da cinabarina foram adicionados em cada uma das dilui¢3es virais. A placa foi incubada a

37°C, 5% de CO; por 24 horas;

5) Apds as 24 horas de incubagio, a placa foi observada em microscopio 6ptico
invertido para verificar o efeito citopatico da cinabarina sobre as células N2A e em seguida

procedeu-se a preparagdo da placa para o teste de imunofluorescéncia,

6) O meio de cultura foi desprezado com cuidado para que as células ndo se

soltassem do fundo da placa e entdo 200 pl de acetona 80% gelada foram adicionados em
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todos os orificios para a fixagdo do tapete celular por 15 minutos a 4°C. Depois disso, a

acetona foi desprezada e a placa secada com auxilio de secador de cabelo,

7) 50 pl de conjugado anti-rabico fluorescente foram adicionados em todos os
orificios e a placa foi incubada a 37°C por 45 minutos. Apés esse periodo o conjugado foi
desprezado e a placa foi lavada 2 vezes com 200 pl de PBS. e 2 vezes com 200 pl de agua

destilada em cada orificio. A placa foi escorrida em papel absorvente e depois secada com

auxilio de secador de cabelos;

8) cerca de 18 a 20 pl de glicerina tamponada foi adicionada em cada orificio
cobrindo todo o fundo para melhor visualizagdo dos resultados ao microscopio de

imunofluorescéncia.

A atividade antiviral da substéncia testada foi obtida pela comparagdo da diluigio
viral do controle na qual 50% das células estavam infectadas, com aquelas dilui¢Ges obtidas

com as diferentes concentragdes da substancia.

Afim de melhorar os resultados obtidos com o ensaio antiviral da cinabarina, esta

foi pré-incubada com o virus antes da adigdo das células ocasionando uma inversio da

ordem dos itens 3 e 4 deste protocolo, no entanto o restante do ensaio néo foi alterado.

4342 Atividade antiviral dos esterois

Os esterois testados (Gal e Ga2) sdo insoluveis em diluentes aquosos e soluveis em
alguns poucos solventes organicos. Neste caso foi necessario a realizagdo de um teste de
viabilidade celular frente a0 DMSO e etanol, usados como solventes nesse estudo, para

verificar um possivel efeito citopatico dos mesmos sobre as células N2A e Cé:
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1) Em condigdes assépticas, foram adicionados em uma placa de 24 orificios,
500ul de meio de cultura com 20, 10, 5 e 2,5% de DMSO e em outros orificios, 500ul do
mesmo meio com 20, 10, 5 e 2,5% de etanol. Sobre estes orificios foraﬁl adicionados mais
500uL de suspensdo celular (10° células/ml) diluindo as concentragdes inicias de DMSO e
etanol: 10, 5, 2,5 ¢ 1,25%. A placa fo_i incubada por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds
esse periodo o sobrenadante foi desprezado e as células foram adicionadas 300ul de
tripsina em cada orificio. Apds 5 minutos, foram adicionados 700ul de soro bovino fetal

para deter o processo de tripsinizag3o.
2) As células em cada uma das diluigdes de DMSO e etanol foram contadas em

cdmara de Neubauer com azul de Trypan para verificar a viabilidade das células (50pl de

suspensdo celular mais 50ul de azul de Trypan).

3) Apos a verificagdo da concentragdo ideal de etanol e DMSO na qual o
crescimento das células ndo era prejudicado, procedeu-se ao seguinte teste de atividade
antiviral:

a) O Ga2 foi dissolvido em DMSO a uma concentrago inicial de 10 mg/ml, filtrado

com filtro de 0.45 um (Millipore®) e entdo diluido e a uma concentragdo igual a

200ul/ml e reservado para uso posterior;

b) Uma placa de 96 orificios foi preparada adicionando-se 100 pl de uma diluigdo
viral 1:2 em meio de cultura (DMEM - F12) em todos os orificios com exce¢o os

do controle;
¢) O controle (auséncia de Ga2) foi feito com diluigSes virais de 1:2 até 1:256;

d) 100 pl da diluigdo reservada de Ga2 (200pg/ml) foram adicionados ao primeiro

orificio e repassados sucessivamente aos orificios seguintes até atingir a
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€)

concentragio de 1,18 pug/ml, entdo a placa foi incubada por 30 minutos a 37°C, 5%

de COZ;

As células foram adicionadas de tripsina, suspendidas em de meio de cultura, a uma
suspensdo celular ajustada para conter 5X10° células/50 pl. Apds 30 minutos, a
placa foi retirada da estufa e 50ul de células foram adicionados em cada orificio. A

placa foi incubada a 37°C, 5% de CO, por 24 horas;

Apos as 24 horas de incubagdo, a placa foi observada em microscopio 6ptico
invertido para verificar o efeito citopatico do Ga2 sobre as células N2A ¢ C6 ¢ em
seguida procedeu-se a preparagio da placa para o teste de imunofluorescéncia da

mesma forma que foi feita com a cinabarina.
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5 RESULTADOS

5.1 Pycnoporus sanguineus

5.1.1 Coleta, isolamento e identificaciio dos basidiomas

Todos os basidiomas coletados foram identificados como sendo P. sanguineus.

5.1.2 Extragio e Purificagdo das Substincias de Interesse Biolégico

Com a extragdo de 100g de basidiomas do fungo foram obtidas 1g de extrato em

hexano e 2g de extrato em acetona rendendo 1% e 2%, respectivamente.
5.1.2.1 Purificagdo dos Esterdis

- O residuo do extrato em hexano (1,0 g) cromatografado resultou em 16 fragSes
agrupadas por similaridades de Rf. As fragdes, cujo componente majoritario apresentaram
valor de Ry igual aos compostos auténticos foram as correspondentes aos tubos de eluatos
11-28 (340 mg) e 36-41 (500 mg), para Gal e Ga2 respectivamente (figura 7). As fragdes
recromatografadas e cristalizadas resultaram em cristais em forma de agulhas brancas de
Gal puro (40 mg, rendimento = 0,04%) e agulhas de cor palha de Ga2 puro (80 mg,
rendimento = 0,08%). Estes cristais de esterdis foram identificados (item 4.1.3.1) como

sendo 5a-ergost-7,22-dien-3Pol (Gal) e 5,8-epidioxi-Sa,8a-ergost-6,22-dien-3Bol (Ga2).
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Figura 7- Cromatografia de camada delgada do extrato em hexano de P. sanguineus.

5.1.2.2 Cinabarina

A fragdo 6-20 obtida da cromatografia em coluna do extrato em acetona apresentou
valor de Rf semelhante & amostra auténtica de cinabarina (figura 8). O peso da fragdo
liofilizada foi de 150 mg correspondendo a 0,15% do peso dos basidiomas utilizados no

processo de extrag#o.

»
Ext acetona F.1-5 F. 620 Cinabarina

Figura 8 — Cromatografia de camada delgada do extrato em acetona de P. sanguineus.
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52 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA:

5.2.1 T cruz

A atividade antiparasitaria do benzonidazol (usado como controle positivo) e dos
esterdis Gal e Ga2 estdo apresentados nas tabelas 2 a 6. Estes dados expressam a média de

trés experimentos, os quais foram realizados em triplicata.

A solubilidade do Gal foi testada em diversos solventes utilizados em ensaios
bioldgicos (DMSO, PBS, glicerol, Tween 80, azeite de oliva, meio de cultura LIT, acetona
50%, etanol 50% e etanol puro). Nos solventes hidrofilicos, o Gal foi insolivel e nos
solventes lipofilicos foi parcialmente soluvel. Entdo, esta substéncia foi testada apds ser
parcialmente solubilizada em DMSO e submetida a duas condi¢des de esterilizagfo:

filtragdo (tabela 3) e autoclavagdo (tabela 4).

Tabela 2 - Numero de epimastigotas da cepa Y de T. cruzi apés 72 horas de
incubagdo a 28°C, com diferentes concentragdes de benzonidazol (Rochagan®)

[Benzonidazol] ug/ml  Média do niimero de parasitas x 10°%ml  SEM*

Zero 62,6 1,76
1 54 0,57

5 44 0,57
10 22,6 1,2
25 4 0,57

DL50 calculada=11 pg/ml (p < 0,001)

Tabela 3 - Numero de epimastigotas da cepa Y de T. cruzi ap6s 72 horas de
incubagdo a 28°C, com diferentes concentragdes de Gal filtrado.

[Gal] pg/ml Média do n° de parasitas x 10%/ml SEM*
Zero 60 1,15
10 41,3 0,33
50 383 0,88
100 32,3 1,45
250 15,3 1,02

DL50 calculada =119 pg/ml (p <0,001)
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Tabela 4 - Numero de epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi apds 72 horas de
incubagdo a 28°C, com diferentes concentragdes de Gal autoclavado.

[Gal] pg/ml Meédia do n° de parasitas x 10%/ml SEM*
Zero 60 1,15
10 32,3 1,45
50 17 0,57
100 11 0,57
250 - s

DL50 calculada = 11 pg/ml (p < 0,001)

Tabela 5 - Numero de epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi apés 72 horas de
incubagio a 28°C, com diferentes concentragdes de Ga2 filtrado.

[Ga2] pg/ml Média do n° de parasitas x 10%/ml SEM*
Zero 62,6 1,76
1 26,6 0,88
5 13 1,15
10 0,3 0,33
25 - -

DL50 calculada = 3 pg/ml (p < 0,001)

Tabela 6 - Numero de epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi ap6s 72 horas de
incubagdo a 28°C, com diferentes concentragdes de Ga2 autoclavado.

[Ga2] pg/ml Média do n° de parasitas x 10%/ml SEM*
Zero 62,6 1,76
1 55 1,52
5 32,3 1.76
10 33 0.66
25 - -

DL50 calculada = 5 pg/ml (p < 0,001)
*SEM = desvio padrdo da média

Conforme pode ser observado acima, nas tabelas de 3 a 6, as concentragdes dos
esterdis Gal e Ga2 necessarias para matar todos os parasitas foram diferentes entre si (250
pg/ml para Gal e 10 pg/ml para Ga2). Deve ser ressaltado que a DL50 do Ga2 foi de 3
pg/ml enquanto a do benzonidazol foi de 11 pg/ml. Para facilitar a visualizagdo dos dados

obtidos, os mesmos estdo sendo apresentados nas figuras 9 e 10.
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Estudos preliminares de atividade antiparasitaria contra as formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de 7. cruzi mostraram que a incubagdo de sangue de animal
infectado com Ga2 nas concentragdes iguais ou superiores a 10 pg/ml ocasionou uma

redugdo do numero de parasitas de 90%.

= 5 + Media do n° de parasitas apos tratamento com
& Benzonidazol em diferentes concentragées

50— ® Média do n® de parasitas apos tratamento com
Ga1 autoclavado em diferentes concentragtes

¢ Média do n® de parasitas apos tratamento com
Gat1 filtrado em diferentes concentracoes

N*® de parasitas x 108/mL
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Concentracdes das drogas em ug/ml

Figura 9- Atividade antiparasitaria do benzonidazol e Gal (filtrado e autoclavado)
contra as formas epimastigotas de cultura da cepa Y de Trypanosoma cruzi em diferentes

concentragdes, apds 72 horas de incubagéo a 28°C.
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* Media do n° de parasitas apds tratamento com
Benzonidazol em diferentes concentragées

m Meédia do n® de parasitas apos tratamento com
Ga2 autoclavado em diferentes concentracbes

®Média do n” de parasitas apds tratamento com
Gaz2 filtrado em diferentes concentractes

N® de parasitas x 108/mL

Concentracédo das drogas em ug/mL
Figura 10 - Atividade antiparasitaria do benzonidazol e Ga2 (filtrado e autoclavado)

contra as formas epimastigotas de cultura da cepa Y de Trypanosoma cruzi em diferentes
concentragdes, apds 72 horas de incubagéo a 28°C.
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5.2.2 Leishmania spp.

Os ensaios de atividade anti-leishmania com Gal n3o foram realizados em virtude

da baixa solubilidade do mesmo em DMSO.

Os resultados referentes a atividade antiparasitaria da substincia teste Ga2 e da
utilizada como controle, a Anfotericina B, contra Leishmania spp., estdo apresentados nas

tabelas 7 e 8 e ilustrados nas figuras 11 e 12.

Tabela 7 - Numero de parasitas apo6s incubag@o de 72 horas a 28°C, com diferentes

concentragdes de Ga2 filtrado.
[Ga2] Médiadon°de SEM* Médiadon°de SEM* Meédiado SEM*
pg/ml L. amazonensis L. brasiliensis x n° de L.
x 10%ml 10%/ml chagasi x
10%/ml
Zero 8 0,28 12,6 0,16 9,66 0,72
0,1 8 0,76 12 0,57 4 0,66
0,5 5 0,23 5 0,20 2,6 0,05
1 0,9 0,10 1 0,11 0,56 0,06
DII;lSa‘(i)a 0,61 pg/ml 0,51 pg/ml 0,11 pg/ml

*SEM = desvio padrdo da média (p < 0,001)

Tabela 8 - Numero de parasitas ap6s incubagdo de 72 horas a 28°C com diferentes
concentragdes de Anfotericina B.

[Anfotericina Meédia do n° de SEM* Médiadon®°de SEM* Médiadon® SEM*

B] L. amazonensis L. brasiliensis x de L. chagasi
pg/ml x 105ml 10%ml x 10%ml
Zero 8 0,28 12,6 0,16 9,66 0,72
0,01 7,46 0,52 10,5 0,57 13 0,16
0,05 3 0,11 7 0,11 3,9 0,29
0,1 1 0,05 4,5 0,29 0,7 0,05
DL50 0,05 pg/ml 0,16 pg/ml 0,04 pg/ml
caleulada

*SEM = desvio padrdo da média (p <0,001)
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Figura 11- Atividade antiparasitaria do Ga2 contra as formas promastigotas de cultura de

Leishmania amazonensis, L. brasiliensis e L. chagasi em diferentes concentragdes, ap6s 72
horas de incubagéo a 28°C.

41



13

1 + Média do numero de Leishmania amazonensis
apos tratamento com Anfotericina B em
1 diferentes concentragbes
m Média do nimero de Leishmania chagasi
10 apos tratamento com Anfotericina B em
-El diferentes concentracbes
o ° ® Média do numero de Leishmania braziliensis
[= apos tratamento com Anfotericina B em
: 8 diferentes concentragbes
g 7
k7
T 6
1]
Q
Q 5
©
°2 4
3
2
1
0 L L AL P S L LA

002 003 004 005 0086 007 008 009 0.1

Concentragéo de Anfotericina B em pg/mL

Figura 12- Atividade antiparasitaria da anfotericina B contra as formas promastigotas de
cultura de Leishmania amazonensis, L. brasiliensis e L. chagasi em diferentes
concentragdes, apos 72 horas de incubagdo a 28°C.
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§3 ATIVIDADE ANTIVIRAL

53.1 Atividade antiviral da cinabarina

Precedente ao estudo da atividade antiviral da cinabarina, o seu efeito citopatico foi
observada sobre as células N2A. Nesta etapa pode-se constatar que: na auséncia da
cinabarina ou na presen¢a de baixas concentrégées da substincia (155 e 310 pg/ml), o
crescimento das células formaram um tapete celular perfeito; com o uso de concentragdes
um pouco maiores (0,62 e 1,25 mg/ml) havia menor quantidade de células semelhantes ao
controle e um leve efeito citopatico; nas maiores concentragdes de cinabarina utilizadas
(2,5 e 5 mg/ml) foi observado maior porcentagem de células apresentando efeito citopatico

(tabela 9).

. -Tabela 9- Efeito citopatico da cinabarina sobre as células N2A.

‘Concentragdes de cinabarina (mg/ml) Efetto citopatico

Zero (controle) -*
0,155 -
0,310 -
0,620 +

1,25 ’ ++
2,5 +++
5 ++++

* (-) células sem altera¢des; (+) até 10% de células lesadas; (++) 10 a
25% de células lesadas; (+++) 26 a 50% de células lesadas; (++++) mais de
50% de células lesadas :

A tabela 10 apresenta a ag3o de diferentes concentragdes da cinabarina sobre a
estirpe PV do virus rabico. Os dados abaixo representam a média dos resultados de trés

experimentos visualizados ao microscopio de imunofluorescéncia .
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Tabela 10 - “Titulo viral” representado através da dilui¢do viral, no qual as células
N2A aparentavam S0% de infec¢3o em relagdo ao controle nas diferentes concentragdes de
cinabarina, apds incubagdo por 24h a 37°C e 5% de CO..

Concentragdes de cinabarina (mg/ml) Diluig3o viral

Zero (controle) 1/128
0,155 1/64
0,310 1/32
0,620 1/32

1,25 1/32
2,5 1/16
5 : 1/16

A menor diluig3o viral (representativa do titulo viral) obtida com uma concentragio
de cinabarina n3o citopatica as células foi de 1/32 e para o controle negativo (auséncia de

cinabarina) foi de 1/128.

.Os resultados apresentados foram idénticos nas duas versdes da metodologia
utilizada, isto é, quando a célula foi infectada com o virus rabico primeiro e depois tratada

com a cinabarina e quando esta foi adicionada ao virus antes de infectar a célula.

53.2 Atividade antiviral dos esteréis

As tabelas 11 e 12 apresentam as médias de trés experimentos referentes a agfio dos
solventes usados nos ensaios com esterois, sobre células N2A e C6, respectivamente. A
a¢do dos solventes foi observada através do teste de viabilidade celular com azul de
Trypan. Foi observado que todas as células contadas estavam vidveis, porém o crescimento
dessas foi diminuindo a medida que aumentavam as concentragdes dos solventes

(porcentagem de solventes em meio de cultura).
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Tabela 11 - Média do nimero de células N2A apéds incubagdo com diferentes
concentragdes de DMSO e etanol.

% de DMSO  Células N2A/ml % de Etanol Células N2A/ml

Zero (controle) 6,75 x 10° Zero (controle) 6,4 x 10°
10% 2x10° 10% 1,75x 10°
5% 3,1x10° 5% .4,4x 10°
2,5% 3,15x10° 2,5% 5x10°
1,25% 6,7 x10° 1,25% 7,45x10°

Outra linhagem celular (C6) foi também testada para verificar sua resisténcia a

concentragdes matores de DMSO e etanol em meio de cultura:

Tabela 12 — Média do numero de células C6 apos incubagio com diferentes concentragdes
de DMSO e etanol.

% de DMSO Células C6/ml % de Etanol Células C6/ml

0% (controle) 7,5x 10° 0% (controle) 7,5x10%
5% 1x10° 5% 7,5x 10
10% 1,25 x10° 10% 3,75x 10
20% 7.5x 10* 20% 3,75x 10*
30% 625x10° 30% 1,25x 10*

O efeito citopatico dos esterdis Gal e Ga2 sobre a cultura celular foi semelhante a
ac¢do da cinabarina. No entanto, esse efeito foi obtido com o uso de concentragdes muito

menores das substincias.

O Gal foi pouco soluvel e preciptou na forma de cristais, impossibilitando a leitura

do teste.
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Na auséncia de Ga2, o crescimento das células ap6s 24 horas formou um tapete
celular perfeito (tabela 13). Na presenga de baixas concentra¢des de Ga2 (6,5 a 1,6 pg/ml
para N2A e 12,5 a 1,6 pg/ml para C6) as células apresentaram-se semelhantes ao controle,
em concentragdes um pouco maiores (12,5 pg/ml para N2A e 25 pg/ml para C6) havia
menor quantidade de células semelhantes ao controle e um leve efeito citopatico. Nas
maiores concentragdes de Ga2 utilizadas (25 a 100 pg/ml para N2A e 50 a 100 pg/ml para

C6) foi observado maior porcentagem de células apresentando efeito citopatico.

Todas as células infectadas com virus rabico e incubadas com Ga2 em
concentragdes nio citopaticas, nio apresentaram redugio visivel ao microscopio de
fluorescéncia sobre a quantidade de virus e portanto nio se pode observar nenhum efeito

protetor de Ga2 sobre as células.

Tabela 13- Efeito citopatico do Ga2 sobre as células N2A e C6.

ConcentragSes de Ga2 Efeito citopatico Efeito citopético

(pg/mb) sobre N2A sobre C6
Zero (controle) - e
1,6 - -
3,2 - -
6,5 - -
12,5 + -
25 +++ +
50 +++ ++
100 -+ ++++

* (-) células sem alteragSes; (+) até 10% de células lesadas; (++) 10 a
25% de células lesadas; (+++) 26 a 50% de células lesadas; (++++) mais de
50% de células lesadas.
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6 DISCUSSAO

Pycnoporus sanguineus ¢ um fungo facilmente encontrado na Ilha de Santa
Catarina. Os basidiomas utilizados neste trabalho foram coletados de arvores cortadas ou
madeira em decomposi¢io, coincidindo com as descrigdes de Guzman-Davalos e Guzman
(1979) que afirmam que o habitat desta espécie é sobre madeira de angiospermas em

decomposigao.

Os basidiomas coletados que apresentaram caracteristicas macromorfologicas
compativeis com as de P. sanguineus tiveram a identificagdo ratificada pela Professora
Clarice Loguercio-Leite (item 4.1.1), coincidindo com Nobles e Frew (1962) que afirmam

que esta € a inica espécie citada para o Brasil.

A metodologia usada para a extragdo das substincias ativas a partir a partir dos
basidiomas foi desenvolvida de acordo com a descrita por Sménia e colaboradores (1995
a). O rendimento obtido foi de 1g de extrato em hexano e 2g de extrato em acetona para
cada 100g de basidiomas do fungo (1% e 2%, respectivamente), e foi semelhante ao obtido

por Smania e cols. (1995a).

A purificagfo por cromatografia das substdncias contidas no extrato hexano revelou
a presenga de esterdis que foram identificados pelo Professor Franco Delle Monache (item
4.1.2.1), como sendo Sa-ergost-7,22-dien-3Bol (Gal, rendimento de 0,04%) e 5,8-
epidioxi-5a,8a-ergost-6,22-dien-3pol (Ga2, rendimento de 0,08%). Segundo Griffin
(1994), ¢ esperado que certos extratos obtidos de fungos contenham misturas complexas de
esterdis com 27 a 29 unidades de carbono. A presenga desses esteroéis ja foi verificada por

diversos autores em outras espécies de fungos da classe Basidiomycetes (Smania et al.
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2000; Kim e Kim, 1999), entretanto a presenga desses esterois em P. sanguineus nio havia

sido descrita anteriormente.

A cinabarina purificada a partir do extrato em acetona (item 4.1.2.2) correspondeu a
150 mg aproximadamente, coincidindo com os rendimentos (0,15%) obtidos por Sménia et

al. (1995b).

Quanto a atividade antiparasitiria, a cinabarina apresentou resultados pouco
reprodutiveis, possivelmente devido a sua alta instabilidade quimica, tanto para os testes de
atividade anti- 7. cruzi, quanto para os testes antileishmania. Entretanto, nos testes de
atividade antiviral, os resultados foram reprodutiveis. Segundo Smania er a/ (1995b), a
cinabarina tem estabilidade somente quando mantida liofilizada e acondicionada & vacuo.
O processo de liofilizagdo utilizado neste trabalho ndo apresentou boa performance quanto
ao fechamento das amostras sob vacuo, e esse pode ter sido um dos motivos do insucesso
de parte dos testes de atividade bioldgica. Por outro lado, a estabilidade dos cristais dos
esterdis e as metodolégias bem definidas para purificagdo e identificagdo desses, fez com
que, optassemos por continuar os experimentos de- atividade antiparasitaria somente com
os esterdis. Convém ressaltar que, os experimentos com Gal também foram prejudicados

em virtude da pouca solubilidade do mesmo em solventes de baixa toxicidade biolégica.

Gal e Ga2 s3o facilmente soluveis em CHCl; porém este ¢ um solvente altamente
toxico para.os sistemas biologicos. Além disso, devido ao processo de recristalizagio das
amosiras feito com o intuito de diminuir as impurezas, esses esterdis tiveram a sua
solubilidade diminuida para alguns solventes (Franco Delle Monache — comunicagio
pessoal). Esse fato refletiu diretamente na solubiidade do Gal em dimetilsulfoxido
(DMSO) que foi o solvente eleito para ser usado nos testes. Assim, a esterilizagdo dos
esterdis passou a ser de dois modos: por filtragdo (filtro 0,45pm) e autoclavagdo (121°C

por 20 minutos).
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A escolha do método de autoclavagdo para esterilizar o composto antes de utilizar
nos experimentos foi feita em fungio da baixa solubilidade do Gal. Visto que grande
quantidade do composto ficava retida no filtro, o processo de autoclavagio foi escolhido
para esteriliza-lo sem que houvesse perda da substincia. Observa-se clarémente este fato
quando comparamos a DL50 do Gal filtrado (119 Qg/ml) com a do Gal autoclavado
(11ug/ml). Esta diferenga de 10 vezes na eficicia do Gal deve-se a solubilidade deste que
era muito baixa em DMSO, ao contrario do Ga2 que além de solivel, apresentou boa
reprodutibilidade dos resultados. Apesar disso, o Gal autoclavado apresentou-se
equipdtente ao benzonidazol, mesmo sofrendo as alteragdes provenientes do processo de

autoclavagio.

O Ga2 filtrado apresentou uma dose letal de 50% dos parasitas igual a 3 pg/ml
para formas epimastigotas de. T. cruzi, muito inferior 4 do benzonidazol (DL50 = 11
pug/ml). Isto demonstra que a eficacia antitripanosoma in vitro do Ga2 foi cerca de 4 vezes
maior que a do medicamento de escolha atualmente utilizado na clinica (tabelas 2, 5 e 6).
Foi também utilizado nos experimentos o Ga2 esterilizado por autoclavagdo. O processo de
autoclavagdo alterou o aspecto fisico do Ga2, ou seja, alterou a coloragiio (de 4D para 6F —
Her Majesty, 1969) e solubilidade, deixando-o mais solivel em DMSO apds a
autoclavagdo. Com relagdo a acfo antiparasitaria foi observado uma diminui¢fio da sua
a¢do quando comparado com o Ga2 filtrado. Esta redugdo de da sua agdio pode ser

observada através da DL50, que para o Ga2 filtrado foi de 3pg/ml e para o Ga2

autoclavado foi de 5pg/ml, isto é, ocorreu uma perda de atividade de pelo menos 1,5 vezes.

O mecanismo de agdo do Ga2 em T. cruzi ndo é conhecido e estudos neste sentido
necessitam ser realizados. E possivel que este composto atue na biossintese de membranas

ocasionando o rompimento da membrana plasmética da célula. Estudos de Urbina et al.

49



(1996) utilizando um analogo de um esterol de membrana com um anel AZA como cadeia
lateral (22, 26 azasterol) apresentaram uma potente inibigdo do crescimento de 7. cruzi in
vitro e in vivo. Andlogos de esterdis com cargas positivas em locais especificos da cadeia

lateral t8m apresentado efeitos inibidores da S-adenosil-L-metionina:A’*%

esterol
metiltransferase [24(25)SMT], uma enzima encontrada em fungos, leveduras, protozoarios
e plantas, que catalisa um passo essencial na biossintese de esterdis nesses organismos.

Esta enzima representa um alvo ideal para intervengdo quimioterapéutica em doengas

causadas por estes grupos biologicos (Urbina et al., 1996).

As enzimas da via biossintética dos esterdis em T. cruzi e Leishmania sp. s@o alvos
de numerosos agentes antifingicos. Quando um fungo € exposto a um inibidor da sintese
de esterois (ISE), a sintese do produto final normal do metabolismo do esterol, isto é, o
ergosterol, é bloqueada e isto resulta no acamulo de esteréis anormais com um grupo 14o-
metil. Estes esterois 14a-metil quando acumulados, interrompem a fungdo normal da
membrana porque a estrutura ndo-planar deste grupo interfere com a configuragdo normal
da membrana A quantidade reduzida do esterol normal pode também adicionar-se a

desconfiguragdo da membrana (Chance e Goad, 1997).

Os produtos finais da biossintese de esterdis em Leishmania sp., o ergosterol ou
esterdis tipo ergosterol, sio um importante alvo de um dos mais potentes agentes
antileishmania de uso clinico, a Anfotericina B, que age formando complexos com esterdis

de membrana que fazem poros (Chance e Goad, 1997).

Os testes de atividade antileishmania do Ga2 foram feitos com controle positivo de
Anfotericina B (Fungison®) (item 3.2.2), no entanto, nos experimentos classicos o

medicamento de escolha para controle é o antimonial pentavalente Glucantime®. A opgdo
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pela Anfotericina B foi feita em fung@o auséncia de atividade antileishmania in vifro do

Glucantime®.

Os resultados obtidos nos experimentos com as cepas de Leishmania spp. (tabelas 8
e 9) demonstraram que concentragdes GaZ2 inferiores a 1pug/ml ocasionaram a mortalidade
de 50% das formas promastigotas in vitro das diferentes espécies de Leishmania utilizadas.
Comparando a eficacia tripanomicida (DL50 = 3 pg/ml) e leishmanicida (DL50 = 0,61
pg/ml) do Ga2 filtrado, pode-se verificar uma diferenca de no minimo 5 vezes na
concentragio necessaria para reduzir a quantidade de parasitas em 50%. Isto sugere uma
atividade relevante mesmo quando comparada a Anfotericina B que foi utilizada nos testes
antileishmania como controle e apresentou uma elevada atividade. Apesar de ser utilizada
na clinica para o tratamento de micoses sistémicas e da leishmaniose mucocutinea a
anfotericina B ocasiona efeitos colaterais severos podendo ser administrada apenas em

ambiente hospitalar.

Quanto aos experimentos com o virus rabico, preliminarmente o Ga2 foi testado
com outra linhagem celular para verificar a capacidade das células resistirem a uma maior
concentragdo de solventes organicos (tabela 11). As células C6 foram mais resistentes aos
solventes DMSO e etanol, sendo também as que apresentaram menor efeito citopatico pelo
Ga2. No ent_anto-, tanto os experimentos realizados com as células C6 quanto aqueles com
N2A, nio apresentaram nenhuma redugdo de titulo viral em células integras, isto €, so6

foram observados redugdes de titulos virais onde havia efeito citopatico.

Em relagfio a atividade antiviral da cinabarina, verificou-se que, em células, houve
uma redu¢fio méxima dos titulos virais, de 1:128 (controle) para 1:32, quando esta foi
utilizada em concentragio de 310 pg/ml (tabela 9). Em concentrégﬁes menores, a redugdo

de infecgdo foi proporcionalmente menor, enquanto que em concentragdes maiores que
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310 pg/ml, a cinabarina causava nitidos efeitos citopaticos, invalidando a redugdo nos

titulos virais observados.

No presente trabalho, ndo fizemos uma titulagdo classica do virus rabico. Nestas, os
titulos virais sdo expressos como PFU (Unidades Formadoras de Placa) ou CCDIsge, (dose
infectante de 50% em cultura celular) (Aubert, 1996). Ao invés destas técnicas optamos
por uma técnica de triagem, onde o “titulo” viral era estimado através das diluigdes
seriadas. Caso tivéssemos obtido resultados significativos de redugio da infec¢do com as
drogas testadas, a etapa sucessiva seria proceder uma analise mais acurada dos titulos pelo

método descrito por Smith ef al (1996).

No entanto, conforme ja exposto, o melhor resultado foi uma redugio de 4 diluigdes
(1:128 para 1:32) com cinabarina a 310 pg/ml. Redugdes desta ordem devem ser

analisadas com cuidado antes de serem feitas conclusdes definitivas, por varios fatores:

1) As titulagdes baseadas em dilui¢Ges apresentam reprodutibilidade apenas razoavel,
ja que variam com as condi¢des de realizagdo do teste, tais como o tempo de realizagio,

temperatura ambiente, calibragdo de micropipetas, entre outros.

2) As células em cultura apresentam variagSes de comportamento, que escapam do
controle, mesmo quando repicada e mantidas em condi¢Ses uniformes. A variabilidade
biologica, vista através do aspecto morfologico e a velocidade de crescimento,
certamente influem na taxa de replicagdo viral. Por isso, variagGes nos titulos de até 2
vezes, quando observadas através de diluicio ndo s3o consideradas importantes em

laboratoérios de Raiva (comunicagio pessoal — Carlos Roberto Zanetti).

3) Testes classicos de avaliagdo da poténcia de vacinas anti-rabicas realizadas em

camundongos (Habel, 1996; Wilbur e Aubert, 1996), consideram uma vacina eficaz,
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quando esta é capaz de proteger animais vacinados contra doses de 10.000 vezes mais

virus do que animais controles nio imunizados.

No presente estudo, no entanto, ficam dificeis as comparagdes ja que ndo se pode
comparar tratamentos baseados em imuniza¢do com tratamentos farmacoldgicos. Além
disso, nio foram encontrados traballios sobre a utihizagdo de farmacos com atividade anti-
rabica na literatura. Hilfenhaus et al. (1975), Merigan, et al. (1984) e Gode ef al. (1976)
testaram a inoculagdo de INF a e B diretamente no SNC, ndo obtendo sucesso. Um grupo
de pesquisadores do Instituto Pésteur de Paris, liderados pelo Dr. Tsiang, tem estudado a
utilizagdo de drogas como a colchicina e a vinblastina, no transporte axonal do virus rabico
in vitro (item 2.4.7.1) (Tsiang, 1979; Ceccaldi, 1989). Nos trabalhos de Ceccaldi et a/
(1989), os autores sO obtiveram algum sucesso quando as células foram tratadas com
colchicina antes da infec¢o. No nosso modelo, embora in vitro, a droga foi testada em
células ja infectadas, o que de certa forma, mimetiza melhor uma infec¢do natural. Na
tentativa de melhorar os resultados, o virus foi incubado com a cinabarina antes que este

infectasse as células, no entanto, os resultados permaneceram os mesmos.

Apesar dos fatores complicadores levantados anteriormente e da auséncia de
literatura cientifica para comparagdes, consideramos os resultados obtidos com a
cinabarina, embora limitados, no minimo promissores. Deve-se salientar a absoluta
" auséncia de alternativas para tratamento contra o virus rabico, uma vez manifestados os
sintomas clinicos. Os dados obtidos abrem a possibilidade de que os efeitos antivirais da

cinabarina sejam testados in vivo.

53



7 CONCLUSOES

Apos a analise dos resultados obtidos, foi possivel conclulr que:

—~ Apesar da diversidade dos basidiomas coletados, todos foram identificados

como Pycnoporus sanguineus,

— Os componentes identificados nos extratos dos basidiomas de P. sanguineus
foram a cinabarina e os esterois Gal (Sa-ergost-7,22-dien-3pol) e Ga2 (5,8-

epidioxi-Sa, 8a-ergost-6,22-dien-3ol);

— O composto Gal apresentou baixa solubilidade em todos os solventes
utilizados em ensaios bioldgicos, impedindo a avaliagdo da existéncia de
atividade antiparasitaria e antiviral;

~ O composto Ga2 mostrou-se cerca de 4 vezes mais potente que o
Rochagan®, em experimentos realizados in vitro, contra formas

epimastigotas de 7. cruzi e apresentou atividade tripanocida contra as

formas tripomastigotas sangiiineas;

— O composto Ga2 apresentou elevada atividade antileishmania in vifro contra

formas broniastigotas de Leishmania spp.

" — A cinabarina mostrou baixa estabilidade quimica impedindo a avaliagio da

existéncia de atividade antiparasitaria.

— A cinabarina causou uma reducgiio de 4 vezes na infec¢do de células N2A

pelo virus rabico, sem causar efeitos citopaticos significativos.
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