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RESUMO

Doencas como a leishmaniose continuam negligenciadas pela industria farmacéutica. Como
consequéncia a isso, o0 tratamento para essa doenca encontra-se defasado, deixando iniUmeros
individuos afetados desassistidos. Para reverter o impacto desse abandono, é imprescindivel a
busca por novos protétipos de farmacos mais seguros para o tratamento da leishmaniose. Diante
disso, a bioprospecc¢éo de produtos naturais, especialmente os produtos microbianos, representa
excelente fonte de partida. Sob essa perspectiva, 0 presente estudo investigou a atividade
leishmanicida de extratos de bactérias isoladas da Antartica, bem como realizou uma reviséo
sistematica acerca da atividade leishmanicida de metabdlitos fangicos. No estudo experimental,
oito isolados bacterianos obtidos de amostras de sedimento e liquens antarticos foram
cultivados em caldo nutriente durante sete dias a 15 °C para producdo de biomassa. Os
metabolitos pigmentados intracelulares foram extraidos com metanol e posteriormente as
solucBes extrativas obtidas foram secas em dessecador sob vacuo. Esses extratos néo
apresentaram efeito citotoxico quando testados em macrofagos da linhagem J774.A1 no ensaio
de MTT. Além disso, os extratos demonstraram atividade leishmanicida in vitro contra formas
promastigotas de L. (L.) chagasi, destacando os extratos de 14.AN.P1 (Clso = 63.04 £ 5.49
Hg/mL), 2.ANUV.P4 (Clso = 91.19 + 3.69 pug/mL), 14.UVAB.11 (Clso = 52.65 + 2.91 pg/mL),
4.UVAB.12 (Clso = 36.83 £ 2.61 pg/mL) e 7.UVAB.14 (Clso = 78.10 + 4.42 pg/mL). No
entanto, nenhum extrato inibiu o crescimento das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
Na revisdo sistematica, conduzida a partir de buscas nas bases de dados PubMed, Lilacs e
Scielo, foram incluidos 59 artigos, dos quais 39 (66,1%) apresentaram pelo menos um composto
isolado com atividade leishmanicida, enquanto 20 (33,9%) avaliaram apenas extratos brutos ou
fragdes semipurificadas. Os compostos ativos reportados foram produzidos principalmente por
Penicillium sp. e Aspergillus sp. As espécies de L. (L.) amazonensis e L. (L.) donovani foram
as mais avaliadas. Os resultados obtidos no estudo experimental, em conjunto com as
evidéncias reportadas pelas publicacBes reunidas na revisao sistematica, indicam na prospecc¢éo
de produtos microbianos um caminho promissor rumo ao desenvolvimento de novas entidades
quimicas para o combate a leishmaniose.

Palavras-chave: Bioprospeccdo. Extremdfilos. Produtos naturais. Leishmaniose. Agentes
Antiparasitarios.



ABSTRACT

Diseases such as leishmaniasis remain neglected by the pharmaceutical industry. As a result,
the treatment for this disease is outdated, leaving countless affected individuals unattended. To
reverse the impact of this abandonment, it is essential to search for new prototypes of safer
drugs for the treatment of leishmaniasis. Therefore, the bioprospecting of natural products,
especially microbial products, represents an excellent starting point. From this perspective, this
study investigated the leishmanicidal activity of extracts of bacteria isolated from Antarctica,
as well as a systematic review of the leishmanicidal activity of fungal metabolites. In the
experimental study, eight bacterial isolates obtained from sediment samples and Antarctic
lichens were cultivated in nutrient broth for seven days at 15 °C for biomass production. The
intracellular pigmented metabolites were extracted with methanol and then the extractive
solutions obtained were dried in a desiccator under vacuum. These extracts did not show
cytotoxic effect when tested on J774.Al lineage macrophages in the MTT assay. Furthermore,
the extracts demonstrated in vitro leishmanicidal activity against L. (L.) chagasi promastigote
forms, highlighting 14.AN.P1 (Clso = 63.04 = 5.49 pg/mL), 2.ANUV.P4 (Clso = 91.19 + 3.69
pg/mL), 14.UVAB.11 (Clsp = 52.65 £ 2.91 pg/mL), 4.UVAB.12 (Clso = 36.83 £ 2.61 pg/mL),
and 7.UVAB.14 (Clsp = 78.10 = 4.42 pg/mL). However, no extarct inhibited the growth of L.
(L.) amazonensis promastigote forms. In the systematic review, conducted from searches in the
PubMed, Lilacs and Scielo databases, 59 articles were included, of which 39 (66.1%) presented
at least one isolated compound with leishmanicidal activity, while 20 (33.9%) evaluated only
crude extracts or semi-purified fractions. The active compounds reported were mainly produced
by Penicillium sp. and Aspergillus sp. The species of L. (L.) amazonensis and L. (L.) donovani
were the most evaluated. The results obtained in the experimental study, together with the
evidence reported by the publications gathered in the systematic review, indicate a promising
path towards the development of new chemical entities to combat leishmaniasis in the
prospecting of microbial products.

Keywords: Bioprospecting. Extremophiles. Natural products. Leishmaniasis. Antiparasitic
Agents.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica mundial passa por importantes transformacdes estruturais
gerada por alteracdes demograficas e na carga de incidéncia das doencas (transicao
epidemioldgica). Em paises desenvolvidos observa-se um predominio de doencas cronicas ndo
transmissiveis, resultando em um processo de forte incentivo para o desenvolvimento de
medicamentos destinados a esse mercado. Em contraste, na maioria dos paises nao
desenvolvidos verifica-se a persisténcia de alta taxa de prevaléncia de doencas infecciosas
associadas a condigdes de vulnerabilidade social. Nesse ultimo cenario, como as perspectivas
de retorno financeiro sdo baixas, o setor farmacéutico desloca infimos investimentos em
pesquisa e desenvolvimento para atender as necessidades médicas dessas regides
(BERMUDEZ; COSTA; NORONHA, 2020; REIS; BARBOSA; PIMENTEL, 2016;
TROUILLER et al., 2002).

O acesso a medicamentos representa um dos componentes vitais do direito a saude,
haja vista que eles constituem uma intervencao terapéutica valiosa para assegurar a melhoria
das condicBes de saude das populagdes, pois podem prevenir, curar, controlar ou reduzir a
morbimortalidade associada a doengas e agravos (BERMUDEZ, 2014; BERMUDEZ; COSTA,
NORONHA, 2020). Entretanto, a satde global ¢ marcada por uma notéria iniquidade no acesso
a assisténcia farmacéutica que afeta sobremaneira os paises economicamente vulneraveis, o que
acaba refletindo em uma distribuicdo desigual das formas de adoecimento ou morte ao redor do
mundo (FORTES; RIBEIRO, 2014).

A leishmaniose exemplifica esse quadro de negligenciamento e iniquidade. Essa
doenca é uma antropozoonose (doenca propria de animais, que pode ser acidentalmente
transmitida aos seres humanos) provocada por protozoarios do género Leishmania, com
transmisséo vetorial feita por diferentes espécies de flebotomineos. A leishmaniose no passado
ocorria de forma endémica, principalmente em areas rurais, porém, ao final da década de 1970
ela reemerge, aumentando sua incidéncia e ampliando sua area de transmissao para regides
urbanas, anteriormente consideradas incolumes, estando no presente, distribuida amplamente
no mundo, e em especial afetando populagdes pobres (AKHOUNDI et al., 2016; RIFFEL; DE
OLIVEIRA VAZ, 2018).

As manifestagdes clinicas da leishmaniose variam de lesdes cutaneas a acometimento
visceral, que podem apresentar elevada letalidade quando ndo tratada devido ao
comprometimento de 6rgdos vitais e possiveis infecgbes secundarias. A luta contra a

leishmaniose € uma tarefa dificil, pois os tratamentos atuais sdo longos, caros, requerem
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hospitalizagéo, no qual os pacientes s&o submetidos a dolorosas inje¢des, podendo gerar graves
efeitos colaterais devido a toxicidade. Esses fatores contribuem para inviabilidade ou abandono
do tratamento. Perceber, portanto, a importancia de aprimorar os tratamentos para leishmaniose
atualmente disponiveis, visto que estao longe do ideal no que diz respeito a seguranca e eficacia.
(DNDI, 2019b).

Nesse contexto, a busca por novas e eficientes moléculas bioativas se tornou um ponto
focal de interesse para a modernizacdo da farmacoterapia de doencas infecciosas. Para este
proposito, a bioprospeccdo em ambientes subexplorados, como a Antartica, tem sido
reconhecida como uma ferramenta promissora para a descoberta de substancias com diferentes
aplicacdes biotecnoldgicas e medicamente Uteis (DANILOVICH et al., 2018; GIUDICE; FANI,
2016; LIU et al., 2013).

Diante disso tudo, o Laboratoério de Farmacologia e Imunidade (UFAL / Campus A.C.
Simdes) em colaboracdo com o Laboratério de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
(UFAL / Campus Arapiraca), tém buscado identificar novos candidatos a farmacos que atendam
as necessidades de inovacdo na saude publica brasileira em consonancia com agenda global.
Nesse sentido, o presente estudo visou investigar a atividade leishmanicida de extratos de
bactérias isoladas da antartica, diante do potencial biotecnoldgico e farmacoldgico desses
produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade de candidatos a prototipo de farmacos leishmanicidas a base de extratos
de bactérias antérticas isoladas de liquens e sedimento, que constituam opgdes terapéuticas mais
seguras ao tratamento da leishmaniose. Realizar uma revisdo sistematica acerca do potencial

leishmanicida de metabdlitos flngicos.

2.2 Objetivos especificos

= Cultivar bactérias isoladas de solo e liquens da antartica;

= Produzir extratos pigmentados a partir da biomassa das bactérias cultivadas;

= Determinar a citotoxicidade dos produtos naturais para a célula hospedeira (macréfagos);

= Verificar a acdo dos mesmos sobre promastigotas de Leishmania (L.) chagasi e (L.)
amazonensis;

» Identificar a seletividade dos produtos naturais para diferentes espécies do género
Leishmania;

= Realizar uma revisdo sistematica acerca do potencial leishmanicida de metabdlitos

fangicos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca tropicais negligenciadas

A organizacdo Médicos sem Fronteiras (2001) propde uma classificacdo para as
doencas, agrupando-as em trés categorias: Doencas Globais (aquelas que ocorrem em todo o
mundo); Doencas Negligenciadas (mais prevalentes nos paises em desenvolvimento); e
Doencas Extremamente Negligenciadas (exclusivas dos paises em desenvolvimento). Essas
duas dltimas categorias sdo representadas por um grupo de diversas doencgas transmissiveis
causadas por diferentes patdgenos como bactérias, fungos, protozoarios e virus, que afetam
predominantemente cerca de 159 paises emergentes e subdesenvolvidos em regifes
tropicais. Devido a essas caracteristicas, tem-se convencionado chamar esse grupo de Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) (WHO, 2017).

Essas doencas variam em sua epidemiologia e impacto na saude publica, porém,
possuem em comum, a forte relacdo com condicdes de pobreza numa conjuntura de baixo indice
de desenvolvimento humano (IDH) e de deterioracdo ambiental e sanitaria. Por essa razao, é
possivel encontrar na literatura cientifica a terminologia “doengas infecciosas da pobreza”
como sindnimo de DTNs (ANDRADE, 2015).

Mais recentemente, uma nova visdo tem emergido nas discussdes a respeito das
doencas tropicais, nessa perspectiva mais contemporanea elas sdo tidas como ‘“‘doencas
promotoras da pobreza”, haja vista que tais doencas geram diversos agravos como:
desnutricdo, deficiéncias fisicas, estigma social e discriminacdo, o que e muitas vezes inabilita
os individuos para atividades laborais e reduz a taxa de escolarizagdo, acarretando
consequéncias econdmicas e sociais que afetam negativamente as familias e comunidades.
Portanto, essas doencas promovem a perpetuacdo do ciclo de pobreza, constituindo um entrave
ao desenvolvimento humano dos paises acometidos (ANDRADE, 2015; DNDI, 2018; MITRA;
MAWSON, 2017).

Por muito tempo as doencas negligenciadas ndo foram exclusividade dos paises
tropicais. Elas estiveram altamente prevalentes em grande parte do mundo, entretanto, ao longo
do tempo, a gradual mudanca nos padrdes de salde dos paises do hemisfério norte,
caracterizada por melhora nas condi¢@es de moradia, alimentacéo e saneamento bésico, resultou
em uma transformacdo epidemioldgica evidenciada pelo progressivo desaparecimento das
doencas infecciosas e parasitarias, que hoje em dia permanecem endémicas nos paises tropicais,
compondo as DTNs (VON PHILIPSBORN et al., 2015; WHO, 2017).



17

Os paises da Africa, Asia, América Latina e Caribe s3o os mais atingidos (Figura 1).
Esses paises possuem populacdo com baixo poder aquisitivo e, portanto, ndo respondem ao
anseio de retorno financeiro do setor farmacéutico, o que gera uma distribuicdo desigual entre
o0s paises desenvolvidos e 0s nao-desenvolvidos no acesso a recursos de cuidados em saude
(diagnostico, medicamentos, vacinas) (WHO, 2015, 2017).

Figura 1- NUmero de pessoas precisando de tratamento e cuidado para doencas negligenciadas
em 2016 segundo a Organizacdo Mundial da Saude.

abaixo de 30

de 31a 15000

de 15001 a 850 000
@® de 850001 a 9000000
@ acimade 9 000000 ;

nao aplicavel <

Fonte: Adaptado de DNDI, 2018, p.2.

As DTNs afetam mais de 1,5 bilh&o de pessoas e cerca de 3 bilhdes estdo expostas ao
risco de adquirir uma ou mais dessas doengas em todo o mundo (WHO, 2017). Em conjunto,
as DTNs provocam, anualmente, cerca de meio milhdo de mortes no mundo (HOTEZ et al.,
2006, 2014). Até mesmo as doencas consideradas relativamente simples e que possuem
tratamento cujo valor ndo chega a um doélar por dia, geram inumeras mortes (CDC, 2018;
IQVIA, 2019).

Nos primeiros relatorios da OMS sobre doencas tropicais negligenciadas (WHO 2010,
2013, 2015) 17 enfermidades eram classificadas como DTNs, porém, em 2017 a
cromoblastomicose e outras micoses profundas, a sarna e outros ectoparasitas e 0
envenenamento por picada de cobra foram adicionados a lista. Portando, atualmente 20 DTNs
sdo reconhecidas pela OMS (WHO, 2017). Todas elas estdo elencadas no Quadro 1.



Quadro 1- Doengas tropicais negligenciadas reconhecidas pela OMS.
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Categoria

Doencas

Infeccdes por protozoéarios

Doenca de Chagas

Doenca do sono (tripanossomiase humana africana)

Leishmaniose

Infeccdes helminticas

RBPRO0oo~NoOR | WONE

= o

Teniase e neurocisticercose

Dracunculiase (doenca do verme-da-guiné)
Equinococose

Trematodiases de origem alimentar

Filariose linfatica (elefantiase)

Oncocercose (cegueira dos rios)
Esquistossomose (barriga d’agua)

Helmintiases transmitidas pelo solo (ascaridiase,
ancilostomiase, tricuriase, estrongiloidiase)

Infec¢bes bacterianas

12.
13.
14.
15.

Ulcera de buruli
Hanseniase;
Tracoma

Bouba

Infec¢des virais

16.
17.

Dengue e Chikungunya
Raiva

Infecgdes fungicas

18.

Micetoma, Romoblastomicose e outras micoses
profundas

Infeccdes ectoparasitarias

19.

Escabiose, Miiase e outras doencas causadas por
ectoparasitas

Veneno

20.

Envenenamento por picada de cobra

Fonte: Adaptado de ADDISU et al., 2019, p. 2.

A partir desta perspectiva, € possivel perceber que ainda ha falhas nas politicas

publicas de controle e eliminacdo das DTNSs, acarretando um permanente panorama de altas

taxas de prevaléncia e incidéncia dessas doengas. A incompreensdo da complexidade e

multicausalidade das DTNSs estdo entre os principais motivos que levam ao insucesso dessas

politicas. O predominio de solugbes pautadas majoritariamente no campo biomedico como

énfase na doacdo de medicamentos € uma estratégia equivocada, pois para que esses

medicamentos cheguem aos pacientes, primeiramente é necessario o fortalecimento dos

sistemas de cuidados de saude primaria dos paises vulneraveis (COHEN et al., 2016; HOTEZ,

2018).
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3.2 Aspectos Gerais da leishmaniose

A leishmaniose é uma parasitose, de carater antropozoondtico (doenca primaria de
animais que pode ser transmitida ao homem), causada por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgéneros Leishmania e
Viannia. Em mamiferos, mais de 25 espécies de Leishmania ja foram descritas, dentre elas, 19
sdo infecciosas para humanos (OPS, 2019a). Inicialmente a diferenciacdo de espécies era
baseada na distribuicdo geogréafica ou apresentacao clinica, contudo, atualmente, a taxonomia
da leishmania e feita por meio de andlises de material genético com técnicas de biologia
molecular (AKHOUNDI et al., 2016). A figura 2 representa uma proposta taxondmica do
género Leishmania.

Figura 2 — Taxonomia de Leishmania spp.

Familia TRYPANOSOMATIDAE

|
| | | l | |

Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia | Leishmania | Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum

| |

Subgénero Leishmania Viannia
Complexo L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana Niio patosenics L. braziliensis L. guyanensis
em humanos :
Espécies L. chagasi* L. killicki** L. major L. aethiopica L. amazonensis Velho mundo: e brazili_ensis L guyanensis.
L. donovani L. tropica L. garnhami** L. Arabica L. peruviana L. panamensis
L. infantum L. mexicana L. Gerbilli
L. pifanoi** e L. lansoni
L. venezuelensis

L. Aristidesi

L. Enriettil
(*) L. chagasi no Novo Mundo é a mesma espécie L. infantum L. Deanei
(**) Status das espécies em discussdo L. hertigi

Fonte: Adaptado de OPS, 2019a, p. 17.

A leishmaniose possui ampla distribuicdo geografica, como mostra a figura 3. Estima-
se que 350 milhdes de pessoas vivam em areas de risco e que haja incidéncia de 1,3 milhdes
infeccBes anualmente, em todo o mundo. Essa doenga é considerada endémica em mais de 100
paises sendo responsavel por 20.000 a 30.000 mortes por ano, principalmente de individuos de
populacBes pobres de regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, América Latina e
Mediterraneo (OPS, 2019a). Por prevalecer em condigdes de vulnerabilidade socioecondmica
e ndo despertar o interesse das industrias farmacéuticas a OMS classifica a leishmaniose como
uma doenca negligenciada (WHO, 2016).
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Figura 3 — Status endémico da leishmaniose cutanea (A) e visceral (B) no mundo, 2019.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2021.
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3.2.5 Epidemiologia da leishmaniose nas Américas

A leishmaniose visceral é endémica em 13 paises das Américas. Nessa regido, entre
0s anos de 2001 a 2019, foram registrados 65.934 casos novos de LV (Figura 4). Em 2019, o
Brasil representou 97,16% do total de registros com 2.529 casos, os demais foram notificados
na Venezuela (23); Paraguai (22); Colémbia (11); Argentina (9); Honduras (3); Uruguai (3);
Bolivia (1); Guatemala (1); México (1). A incidéncia de LV nas Américas em 2019 foi de 0,47
casos por 100.000 habitantes com letalidade de 7,7%. Do total de casos, 68,2% evoluiram para
cura. Somente o Brasil, Colombia, Guatemala, Honduras e Venezuela apresentardo reducéo no
namero de casos (OPAS, 2020).

Figura 4 — Casos de leishmaniose visceral nos paises das Américas (2001-2019)
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Fonte: OPAS, 2020, p.5.

Nas Américas a leishmaniose cutanea/mucosa apresenta numeros vultuosos de
registros. De 2001 a 2019, 18 paises endémicos notificaram a OPAS uma média de 54.108
casos por ano, totalizando 1.028.054 casos nesse periodo. Em 2019 a taxa de incidéncia foi de
18,78 casos por 100.000 habitantes. O Brasil segue sendo o pais com maior nimeros de casos
com 15.484 notificagdes. Desde 2015, as Américas tém apresentado uma tendéncia
decrescimento nos casos de leishmaniose cutanea/mucosa (Figura 5), apesar disso, houve uma

expansao geografica da doenca (OPAS, 2020).
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Figura 5 — Casos de leishmaniose cutanea Regido das Américas e sub-regies (2001-2019).
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Fonte: OPAS, 2020, p.2.

A dificuldade para erradicacao da leishmaniose esta associado principalmente a baixos
investimentos em recursos de combate a miséria e promo¢do do acesso a assisténcia
médica/farmacéutica de populaces vulneraveis, e acdes de contencdo da disseminacdo da
doenca, essencialmente, no que diz respeito ao controle vetorial (OPS, 2017). Nesse contexto a
América Latina tem enfrentado muitos desafios, porém cada pais apresenta diferentes perfis de
avancos ou retrocessos no combate das leishmanioses (OPAS, 2020).

O Brasil no &mbito da Secretaria de Vigilancia em Saude (Ministério da Saude), desde
2017, utiliza o Indice Composto de Leishmaniose (ICL) para realizar a classificacio
epidemioldgica dos municipios com transmissdo da leishmaniose. Esse indicador, desenvolvido
pela OPAS, toma como base o nimero absoluto de casos novos e a taxa de incidéncia da doenga
nos Gltimos trés anos, para estratificar os municipios em cinco categorias de transmissdo: muito
intenso, intenso, alto, médio e baixo (BRASIL, 2021). A estratificacdo de risco da leishmaniose
no Brasil em 2019 utilizando o ICL é demonstrado na figura 6.



23

Figura 6 — Estratificacdo de risco da leishmaniose visceral (A) e tegumentar (B) por municipio
de infeccdo no Brasil, 2017 a 2019.

(A) Estratificacio de risco da leishmaniose visceral (B) Estratificacao de risco da leishmaniose tegumentar

indice composto
I Muito intenso

Indice Composto
Il Muito intenso

I Intenso B Intenso

B Alto Al}o.
Médio B Médio

I Baixo Il Baixo

Notas: Dados obtidos no Sinan / Ministério da Satde. Fonte: Adaptado de BRASIL, 2021.

Em 2019, o Brasil apresentou uma taxa de incidéncia de 1,2 casos de LV a cada 100
mil habitantes com 9% de letalidade (a pior marca da Gltima década). A regidao Nordeste foi
responsavel pelo maior registro de casos do pais com 49,1% dos 2.529 casos novos
confirmados. Um agravante preocupante é o aumento em todo pais dos registros de coinfeccao
Leishmania/HIV, chegando em 2019 a 11,1% do total de casos de LV. No mesmo ano, foram
confirmados 15.484 casos novos de LT no Brasil, com coeficiente de detec¢do de 7,37 casos a
cada 100 mil habitantes, no qual os maiores percentuais de registros ocorreram na regido Norte
(42,8%). Do total de pacientes notificados no pais (15.484 casos) 67,1% evoluiram para cura
clinica, sendo registrados 19 6bitos (BRASIL, 2021).
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3.2.2 Agente etiologico e vetor da leishmaniose

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo de vida heteréxeno (digenético),
que envolve um hospedeiro vertebrado (humanos e outros animais) e um hospedeiro
invertebrado (fleb6tomos). Durante o ciclo os parasitos apresentam duas formas evolutivas. A
forma promastigota, que se desenvolve no tubo digestivo do fleb6tomo, possui corpo celular
afunilado que mede cerca de 10 um, nuicleo, cinetoblasto e flagelo (Figura 7A). A amastigota
¢ a forma aflagelada, ela possui corpo ovoide que mede 2,5 a 3,5um e se desenvolve
intracelularmente nos fagocitos do hospedeiro vertebrado (Figura 7B) (SUNTER; GULL,
2017; WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011).

Figura 7 — Formas promastigotas (A) e amastigostas (B) de Leishmania spp.
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Fonte: (A) adaptado OPS, 20193, p. 18, (B) adaptado de FIOCRUZ, 2008.

Os vetores responsaveis pela transmissao da leishmaniose em humanos, sdo dipteros
(insetos) nematdceros de diferentes espécies dos géneros Lutzomyia (no Novo Mundo) e
Phlebotomus (no Velho Mundo) que pertencem a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae (AKHOUNDI et al., 2016; SADLOVA et al., 2013).

Os flebotomineos sdo holometabolos, as etapas do seu ciclo de vida (Figura 8A)
compreendem a fase de ovo que eclodem de 7 a 10 dias ap6s a postura, dando origem a fase
larval com quatro estadios de desenvolvimento que apdés em média de 20 a 30 dias,
transformam-se em pupas permanecendo imoveis por volta de 15 dias. Na fase adulta (Figura
8B), o flebotomineo mede 1 a 3 mm de comprimento, possui pernas longas e delgadas, corpo e
as asas cobertos de cerdas de coloragdo que varia do amarelo ao castanho claro, seu aparelho

bucal apresenta uma proboscide adaptada para picar e sugar. Os machos e fémeas adultos de
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flebotomineos possuem como fonte primaria de energia, néctar e seiva de plantas, porém as
fémeas necessitam se nutrir com sangue de vertebrados (hematofagia) para a maturacdo dos
Seus ovos, portanto, somente as fémeas atuam como vetores da leishmaniose (BRASIL, 2014;
BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE FILHO, 2015).

O habitat natural dos flebotomineos originalmente sdo regides silvestres, entretanto,
devido a acdo antrépica de degradacdo ambiental ligada a atividade agricola e expansao urbana,
muitas especies de flebotomineos tém se adaptados a areas menos florestadas, especialmente
espacos peridomiciliares, estabelecendo, desse modo, um maior contato com humanos
(LAINSON; RANGEL, 2005; RANGEL; LAINSON, 2009).

Os flebotomineos sdo popularmente conhecidos como mosquito-palha, birigui, mosca
de areia (sand fly - em inglés), entre outros nomes (BRASIL, 2014; MAROLI et al., 2013).
Esses insetos vivem preferencialmente no nivel do solo, sua atividade € maior durante o
crepusculo e a noite, periodo em que procuram alimentos realizando pequenos voos saltitantes.
Durante o dia, eles se abrigam em locais escuros e protegidos, como troncos de arvores, folhas
caidas no solo, fendas de rochas, grutas, tocas de animais (DIAS et al., 2011; SILVA et al.,
2008; SUCEN,2006).

Figura 8 — Etapas do ciclo de vida do Phlebotomus spp. (A). Fleb4tomos fémeas adultas
durante o repasto sanguineo (B).
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Fonte: (A) Adaptado de BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2019, p. 343. (B) DENLINGER et al., 2016, p. 3.
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3.2.3 Ciclo de Transmissao

O ciclo de transmisséo da leishmaniose ocorre em diferentes padrdes epidemiologicos
a depender da espécie de Leishmania, dos fatores ambientais e dos habitos das populacdes
humanas das regides acometidas. Nas Ameéricas, a leishmaniose é uma zooantroponose de zonas
rurais e urbanas que acomete roedores, marsupiais, primatas, canideos silvestres, caes
domeésticos e humanos (AKHOUNDI et al., 2016) Na india, a leishmaniose € uma antroponose
urbana, cuja transmissao é mantida predominantemente entre individuos adultos (MUNIARAJ,
2014).

O ciclo de transmissdo da leishmaniose inicia-se com o repasto sanguineo, de fémeas
de fleb6tomos infectadas com Leishmania, que acabam inoculando formas promastigotas
metaciclicas do parasito na pele do hospedeiro vertebrado, instaurando, dessa forma, a infec¢do
(CDC, 2020; PIMENTA et al., 2018). A Figura 9 ilustra as diferentes etapas do ciclo de

transmissdo da Leishmania.

Figura 9 — Ciclo de desenvolvimento e transmissdo da Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de MURRAY et al., 2015, p.742.
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Apo6s a inoculacdo, os parasitos sdo reconhecidos e internalizados por diferentes
células fagociticas, sendo aprisionados em compartimentos intracelulares, que sofrem fusGes
com organelas endociticas, lisossomos e vesiculas autofagicas resultando em compartimentos
acido semelhantes a fagolisossomos chamados de vacuolos parasitoforos. No interior desses
vacuolos especializados, as formas promastigotas metaciclicas sofrem mudangas morfolégicas
e fisiologicas diferenciando-se em amastigotas que estabelecem uma residéncia intracelular e
se multiplicam por divisao binéria, provocando a lise das células hospedeiras com a liberacédo
dos parasitos, que poderdo, entdo, ser interiorizada por novos fagocitos (PIMENTA et al., 2018;
REAL; MORTARA, 2012). Porém a disseminacao das formas amastigotas ndo ocorre apenas
mediante eventos citoliticos, mas também, por meio de fenémeno de transferéncias no qual
macrofagos infectados promovem a extrusdo de amastigotas dentro de estruturas zeidticas que
sdo entdo resgatados seletivamente por outros macréfagos adjacentes. Esse comportamento
representa um escape do sistema imunoldgico do hospedeiro, pois permite a migragao sem
exposicdo ao meio extracelular. Por esses diferentes meios, os parasitos podem atingir outros
locais do corpo, como tecidos cutaneos, mucosos e orgaos viscerais (figado e bago), gerando
distintas formas clinicas da doenca (REAL et al., 2014).

Para que haja a continuidade do ciclo, é necessario que o fleb6tomo pique um
individuo infectado, ingerindo formas amastigotas livres no sangue ou presentes no interior das
células. No intestino médio do vetor (ambiente com maior pH e menor temperatura), 0s
parasitos se transformam em promastigotas prociclicas que irdo atingir a maturacao
remodelando sua arquitetura celular e propriedades fisiol6gicas, em um processo chamado de
metaciclogénese, transformando-se em promastigotas metaciclicas (ROSSI; FASEL, 2017).

Durante essa diferenciacdo, as promastigotas de Leishmania secretam um gel rico em
proteofosfoglicanos (PSG). Esta matriz densa forma um tampé&o que obstrui o intestino médio
do fleb6tomo. No decurso desse processo as promastigotas metaciclicas sofre modificacGes
bioquimicas em sua superficie perdendo a capacidade de aderirem ao epitélio do intestino
médio do fleb6tomo. Como resultado, as promastigotas metaciclicas destacam-se e migram
para a proboscida do fleb6tomo onde sdo regurgitadas durante um novo repasto sanguineo e
desse modo, novos individuos podem ser infectados (GIRAUD et al., 2019; ROGERS, 2012).
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3.2.4 Imunopatogénese

A patogenia da leishmaniose é ditada em grande parte pelo tipo e magnitude da
resposta imunologica do hospedeiro que envolve mecanismos do sistema imune inato (células
fagocitérias, sistema complemento e células Natural Killer - NK) e adquirido (linfocitos T e
B). Além disso, a suscetibilidade ou resisténcia & infeccdo é determinada pela espécie de
Leishmania e influenciada por fatores vetoriais (KHADEM; UZONNA, 2014; SCOTT;
NOVAIS, 2016).

A fémea de flebotomineo, para realizar a hematofagia, introduz suas pecas bucais na
pele do hospedeiro até chegar as camadas superficiais da derme, onde cortam tecidos e
dilaceram capilares formando um pequeno poco subcutaneo de sangue (estratégia denominada
telmatofagia ou pool-feeder). Esse processo ativa o sistema imunoldgico e hemostatico do
hospedeiro, prejudicando o repasto sanguineo. Para superar esses obstaculos, o flebotomineo
secreta saliva na derme com indmeros componentes farmacologicamente ativos com
propriedades imunomoduladora, anti-inflamatorias, anticoagulantes, antiplaquetarias e
vasodilatadoras (ANDRADE et al., 2007; GOMES; OLIVEIRA, 2012; MARTINS, 2015).

Durante a telmatofagia de um flebotomineo infectado, as promastigotas
de Leishmania sdo coinoculadas com a saliva, no local de alimentacdo. Os parasitos, entdo, se
beneficiam das alteragdes imunologicas promovidas pelos componentes salivares. Desse modo,
a saliva do vetor exerce um efeito potencializador da infeccdo por Leishmania
(ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA, 2014; DE CASTRO et al, 2017
LESTINOVA et al., 2017).

Os primeiros eventos da infec¢do sdo caracterizados pelo reconhecimento e captagéo
dos parasitos por diferentes células apresentadoras de antigenos (APCs) como células
dendriticas dérmicas e macrofagos residentes, entretanto essas células sentinelas ndo sdo
suficientemente capazes de conter a infeccdo, o que resulta no recrutamento de neutrdéfilos,
monocitos e macrofagos (Figura 10A) para o local da inoculacdo (SCOTT; NOVAIS, 2016;
TIBURCIO et al., 2019).

Os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos que migram para o local da infeccdo. Essas
células possuem granulos contendo proteinas antimicrobianas como elastase de neutrofilos
(NE) e mieloperoxidase (MPO), produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) e podem
capturar e destruir parasitos extracelulares liberando estruturas chamadas "armadilhas
extracelulares de neutréfilos” (NETSs), compostas de cromatina com proteinas citosolicas e

granulares. Em contrapartida, algumas especies de Leishmania desenvolveram mecanismos
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para resistir aos neutréfilos, como interferir no processo de fusdo dos granulos com
o fagossomo contendo os parasitos. Dessa forma a Leishmania transforma os neutréfilos em
hospedeiros temporarios, pois essas células possuem vida curta e acabam por sofrer apoptose
espontanea liberando corpos apoptoticos infeciosos que protegem os parasitos da resposta
imune humoral e facilita a internalizagio em APCs de forma silenciosa, inibindo o
reconhecimento e ativacdo de mecanismos microbicida desses fagocitos, favorecendo a
progressdo da infeccdo (BARHOUM I et al., 2019; GUIMARAES-COSTA et al., 2009; REGLI
etal., 2017).

Figura 10 — Principais atores da resposta imune inata e adaptativa durante a patogenia da
leishmaniose
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Notas: As células dendriticas, macrofagos, neutr6filos, mondcitos e Natural Killer (NK) juntamentes com as
proteinas do sistema complemento, a exemplo das anafilatoxinas C3a e C5a, a opsonina C3b e o complexo de
ataque a membrana (MAC), sdo importantes mediadores da resposta imune inata durante a infec¢do por
Leishmania. Por outro lado, a resposta adaptativa envolve a participacdo dos linfdcitos T citotoxicos (Tc) e os
linfocitos T auxiliares (Th), que se diferenciam nas subpopulagdo Thl, Th17, TReg e Th2 e direcionam a ativagao
de macréfagos em perfil classico (M1) associado a resisténcia, ou alternativo (M2) associado a susceptibilidade.
A resposta adaptativa conta ainda com a atividade dos linfdcitos B através da produgdo de anticorpos direcionados
aos parasitos.

Fonte: Autor (2021).



30

Os macrofagos juntamente com outros fagdcitos mononucleares, fagocitam
ativamente 0s corpos apoptoticos infeciosos além das promastigotas metaciclicas livres,
presentes no sitio inflamatdrio. Os macrofagos tornam-se as principais células hospedeiras da
Leishmania, nelas os parasitos conseguem ndo somente sobreviver, mas também multiplicar-
se. Assim, os macrofagos sdo essenciais para que a Leishmania spp. estabeleca uma infeccao
bem sucedida (FALEIRO et al., 2014; ROMANO et al., 2017).

Outro componente da resposta imune inata presente desde a fase inicial da infec¢éo
por Leishmania spp. é o sistema complemento (Figura 10B). O sistema complemento auxilia
no combate a infec¢bes reconhecendo patdgenos extracelulares. Essas proteinas se ativam
durante cascatas de reacGes proteoliticas que levam a lise celular (DUNKELBERGER; SONG,
2010; MURPHY, 2014; RICKLIN et al., 2010).

Os efeitos protetores do sistema complemento sdo subvertidos pelos mecanismos de
evasdo da Leishmania spp. A resisténcia ao ataque do sistema do complemento esté relacionada,
entre outros fatores, a presenca de moléculas de superficie de promastigotas metaciclicas, como
o lipofosfoglicano (LPG) que recobre o parasito atuando como uma barreira mecanica, evitando
a insercdo e a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC), abstendo o parasito da
lise. O LPG também protege promastigotas englobadas no fagossomo, retardando o processo
de fusdo deste com as vesiculas lisossomais. Outra molécula implicada no escape da atividade
litica do sistema complemento € a leishmanolisina (gp63), uma metaloprotease de 63 kDa capaz
de clivar C3b ligado ao parasito gerando a forma inativa C3bi, interrompendo, desse modo, a
cascata do complemento e montagem da MAC. A formacédo de C3bi, no entanto, promove a
opsonizacao do parasito favorecendo a fagocitose e contribuindo para a progressao da infecédo
(ATAYDE et al, 2016; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012; LAUTHIER;
KORENAGA, 2018).

A imunidade inata do hospedeiro também conta com a participacdo das células
Natural Killer (NK) (Figura 10C). As células NK sdo importantes células linfoides que
desempenham papéis criticos na vigilancia imunologica contra processos neoplasicos e
infecciosos. Elas constituem 5% a 15% das células mononucleares no sangue e podem ser
identificadas pela expressdo do marcador CD56 e auséncia de CD3 de célula T (ABEL et al.,
2018; FREUD et al., 2017).

Durante a infeccdo por Leishmania spp., as células NK, ao interagirem com celulas
infectadas, sdo rapidamente ativadas levandando a uma produg&o de citocinas pré-inflamatorias
(IFN-y ¢ TNF-0) e de granzima e perforina, induzindo apoptose nas células infectadas por

citotoxicidade. O IFN-y e TNF-a produzidos pelas células NK, além de promoverem
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sinergicamente a maturacdo de macrofagos, também auxiliam na condugdo da diferenciacéo
das células T imaturas em células Thl (MEIRA; GEDAMU, 2019; CAMPOS et al., 2020;
SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016).

O aumento na proliferacdo de células NK entre as células mononucleares
do sangue periférico de individuos curados, indicam um papel protetor das células NK na
leishmaniose humana, entretanto, algumas evidéncias sugerem que a atividade citotoxica das
NK poderia contribuir para a exacerbacdo das lesfes de cutaneas devido a manutencdo de um
estado de hiperinflamacéo tecidual (ANTONELLI et al., 2005; BOGDAN, 2012; CUNHA et
al., 2016, 2020; MESSLINGER et al., 2018).

Para que o organismo do hospedeiro consiga estabelecer uma defesa eficiente e capaz
de levar a cura da leishmaniose, é fundamental que haja o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa. Portanto, o combate efetivo aos parasitos requer que o sistema imune utilize
mecanismos potentes e especializados mediados por células T e macréfagos ativados (Figura
10D) (JAWED; DUTTA; MAJUMDAR, 2019, LIESE; SCHLEICHER; BOGDAN, 2008;
MARTINEZ-LOPEZ et al., 2018).

A geracdo da imunidade adaptativa envolve a cooperacdo de células apresentadoras de
antigenos que captam e processam os parasitos de Leishmania no sitio de infecgdo, e
posteriormente migram para os linfonodos regionais, onde apresentam antigenos parasitarios
aos linfocitos T CD8" e T CD4", ativando-os e induzindo-os a proliferacdo (GABRIEL et al.,
2019; MEIRA; GEDAMU, 2019).

Resultados obtidos em de diferentes modelos de infe¢do por Leishmania tém apontado
para um papel controverso das células T CD8", que podem adquirir funcdes patolégicas ou
protetoras a depender do equilibrio entre o perfil citotoxico e da produg¢do de IFNy por essas
células (BOUSSOFFARA et al., 2019; CARDOSO et al., 2015; FARIA et al., 2009; SCOTT;
NOVAIS, 2016; STAGER; RAFATI, 2012).

A apresentacdo antigénica e a producéo de diversas interleucinas realizada pelas APCs,
atuam em conjunto para ativar os linfdcitos T helper CD4* naive influindo na sua polarizacao
em diferentes populacOes efetoras (Thl, Th2, Th1l7) e reguladora (Trg) (JAWED; DUTTA,
MAJUMDAR, 2019; SCOTT; NOVAIS, 2016).

A resposta do tipo Thl estd relacionada a um perfil de resisténcia e cura. Ela é
caracterizada por uma populacéo de células T CD4" produtoras de IFN-y e TNF-o, que ativam
macrofagos levando-os a um fendtipo denominado M1 (classicamente ativado), com alta
capacidade de debelar amastigotas intracelulares por meio da producédo de espécies reativas de

oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO). Além disso, os macrofagos M1 secretam citocinas pro-
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inflamatorias como IL-12, IL-1p e TNF-a essencial para a expansdo da resposta protetora. A
resposta do tipo Th2 associa-se a suscetibilidade, exacerbacdo lesdes e a cronicidade da
infeccdo. O status de polarizacdo Th2 é induzido pela producéo de IL-4 e por baixos niveis de
IL-12. Os linfécitos Th2 produzem IL-10, IL-13 e IL-4, que reduzem a expressdo de IFN-y
conduzindo os macrofagos a um fen6tipo M2 (alternativamente ativado), os quais secretam IL-
10 e TGF-B com atividade anti-inflamatéria (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018;
HURDAYAL; BROMBACHER, 2017; KAYE; SCOTT, 2011; KUMAR et al. , 2020;
TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018; TY et al., 2019). O fen6tipo M2 possui uma maior
expressdo de arginase, provocando o direcionamento do metabolismo de L-arginina para a
producédo de ornitinas e poliaminas em detrimento da producdo de NO. As poliaminas séo
nutrientes importantes para o favorecimento da replicacdo de Leishmania spp. no macroéfago,
sendo assim, um fator de agravamento da doenca (MUXEL et al., 2018).

As células Thl7 e Trg (CD4" CD25" Foxp3™) sdo subpopulacdes de linfécitos T
helper envolvidas na manutencéo da homeostase imunologica. A perda do equilibrio entre essas
células é um elemento de vultosa relevancia na patogénese de doencas infecciosas. No
contexto da leishmaniose, as atividades das células Thl7 podem ajudar na depuracdo de
parasitos intracelulares, devido a sua colaboragdo com a resposta Thl por meio da producao
de citocinas pro-inflamatdrias, especialmente 1L-17. Entretanto a liberacdo sustentada dessa
interleucina pode gerar manifestagdes auto-imunes, além de um recrutamento exacerbado de
neutrofilos, que levam a inflamacdo crénica. Em contraposicdo ao papel das celulas Th17, os
linfocitos Treg Secretam IL-10, uma importante citocina reguladora que inibe a produgéo de IFN-
v, facilitando o desenvolvimento de respostas Th2 incapaz de destruir os parasitos favorecendo
a suscetibilidade a infeccdo (BANERJEE et al., 2016; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE
etal., 2017; LEE, 2018; NOACK; MIOSSEC, 2014; ROSSI; FASEL, 2017).

A producéo de TNF-a por linfocitos T e principalmente por macrofagos ativados,
durante a infeccdo por Leishmania, induz a ativacao policlonal de linfocitos B com abundante
producdo de anticorpos anti-Leishmania (Figura 10E). Contudo, a resposta humoral
direcionada a esses parasitos, ao invés de conferir protecdo ao hospedeiro, estd associada
propagacdo do parasito, devido o favorecimento da fagocitose mediante a opsonizagdo por
imunoglobulinas G (IgG). Os mecanismos pelos quais os linfécitos B influenciam no
desenvolvimento da doenga ainda néo estdo bem estabelecidos na literatura (ANDREANI et
al., 2015; DEAK et al., 2010; FIRMINO-CRUZ et al., 2019; NYLEN; KUMAR, 2012;
SOARES et al., 2017; UENO; WILSON, 2012).
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As formas promastigotas possuem grandes quantidades de moléculas como LPG e
gp63 expostos, essas moléculas se ligam a receptores da superficie dos macréfagos — como o
receptor do complemento tipo 1 e tipo 3 (CR1 / CR3), o receptor de fibronectina (FnRs), o
receptor de manose (MR) e o receptor Toll-like 2 — desencadeando a fagocitose. As amastigotas,
por outro lado, expressao baixos niveis de LPG e gp63 e, por isso, se beneficiam bastante da
resposta humoral gerada durante a infec¢do. As amastigotas opsonizadas com imunoglobulinas
especificas irdo aderir principalmente aos receptores gama Fc (FcyRs) na superficie de
macrofagos e células dendriticas contribuindo para sua internalizagdo (POLANDO et al., 2018;
UENO; WILSON, 2012). A Figura 11 ilustra as principais moléculas de superficies de
Leishmania spp. e os diferentes receptores de reconhecimentos de células hospedeiras.

Figura 11 — Principais moléculas envolvidas no reconhecimento e endocitose de Leishmania.
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Notas: O processo de endocitose dos parasitos de Leishmania requer uma complexa interacdo parasito-hospedeiro
gue envolve multiplos receptores da célula hospedeira como o receptor do complemento 1 e 3 (CR1 / CR3),
receptor de fibronectina (FnRs), receptor de manose (MR), receptor gama Fc (FcyR) e o receptor Toll-like (TLR),
que reconhecem ligantes presentes na superficie do corpo celular ou do flagelo da Leishmania, sendo o
lipofosfoglicano (LPG) e a metaloprotease gp63 (glicoproteina de 63 KDa) as principais moléculas envolvidas
nesse processo.

Fonte: Adaptado de BRASILEIRO FILHO, 2016, p.1453.

Além dos receptores da superficie, a interacdo Leishmania-macrofago envolve uma
série de eventos de sinalizacdo citosolica. Os receptores tipo NOD (NLR) representam uma

subclasse de sensores citoplasmaticos de reconhecimento de padrées moleculares associados
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aos patdgenos. Durante a infeccdo por Leishmania os NLRs agem sinergicamente com TLRs
na ativacao dos inflamassomas (NLRP3), responsaveis pela ativacao da caspase-1 e maturacéo
de IL-1p e IL-18, desencadeando uma resposta inflamatoria com producdo de NO, restri¢do da
replicacdo do parasito e morte celular piroptética (DE CARVALHO; ZAMBONI, 2020;
ZAMBONI; SACKS, 2019).

3.2.5 Classificacao Clinica

As manifestacBes clinicas da leishmaniose podem ser classificadas em trés sindromes
principais: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose
visceral (LV). O grande polimorfismo clinico da leishmaniose é resultado da interacdo entre
diferentes fatores, principalmente a espécie de Leishmania e a resposta imune do hospedeiro
(WHO, 2021). O Quadro 2 apresenta as principais classificacdes clinicas das leishmanioses e
as espécies de leishmania associadas.

Quadro 2 — Classificacdo Clinica das leishmanioses e principais espécies causadoras.

Classificacdo Clinica Subgénero Leishmania Subgénero Viannia
Velho Mundo Novo Mundo Novo Mundo
. . . L. (L.) donovani . .
Leishmaniose Visceral L. (L) infantum L. (L.) infantum chagasi
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
. L. (L.) infantum chagasi L. (V.) panamensis
. . R L. (L) major L. (L.) mexicana L. (V.) peruviana
Leishmaniose Cutanea L. (L.) tropica L (L) pifanol L vy
L. (L) aethiopica . (L.) pifano _ (V.) lainsoni
T L. (L.) amazonensis L. (V.) naiffi
L. (V.) lindenberg
L. (V.) shawi
Leishmaniose Cutanea Difusa | L. (L.) aethiopica L. (L.) mexicana .
L. (L.) amazonensis
Leishmaniose Mucocutanea L. (V) braZ|I|en5|_s
L. (V.) panamensis

Fonte: TEIXEIRA etal., 2013, p. 14.

A Asia Central, Oriente Médio, Mediterraneo e as Américas sio as regibes onde
ocorrem 95% dos casos de LC, que € a manifestagdo mais comum da leishmaniose. (OPS,

2019a). No Velho Mundo a LC é causada pelas espécies L. (L.) major, L. (L.) tropicae L. (L.)
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aethiopica, enquanto que, no Novo Mundo mais de dez espécies estdo relacionadas ao
desenvolvimento da LC, entre elas, as principais séo: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e
L.(V.) guyanensis, encontradas no Brasil, e L. (L.) mexicana, L. (V.) panamensis e L. (V.)
peruviana, presentes em outros paises das ameéricas (BRASIL, 2006; BRASIL, 2017).

A LC possui diferentes apresentacdes: na Leishmaniose Cutanea Ulcerada (Figura
12A), observa-se uma lesdo em forma de péapula que se desenvolve no local de inoculacdo. Essa
lesdo aumenta, evoluindo para uma Ulcera de fundo granuloso de tecido necrético com borda
elevada bem circunscrita e endurecida com cerca de 3 cm, geralmente indolor. A Ulcera pode
ser acometida por infec¢cbes secundarias bacteriana tornado mais inflamada, purulenta e
dolorosas, aumentando o seu periodo de recuperacdo. Se negligenciada, a Ulcera pode sofrer
maultiplas complicacdes tornando-se cronica. Quando curada, a lesdo deixa uma cicatriz atrofica
hiperpigmentada em sua periferia e hipocrémica ao centro. Nas infec¢des por L. (L.) tropica
podem ocorrer cicatrizacdes ndo estéril (presenca de parasitos viaveis), que podem gerar novas
lesBes proxima ao ferimento ja cicatrizado, em fendmeno conhecido como Leishmaniose
Recidivante. Uma variante da LC observada em habitantes da Venezuela, Costa Rica, El
Salvador, Honduras e Nicaragua € chamada de Leishmaniose Cutanea Atipica (Figura 12B).
Nessa variante clinica, os individuos infectados por L. (L.) infantum apresentam pequenas
lesGes papulares, pouco numerosas (1 a 3) e ndo ulceradas (BRASIL, 2006; BRASIL, 2017;
JAMESON, 2020; OPS, 2019a).

Figura 12 — ClassificacOes e manifestagdes clinicas da leishmaniose.
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Fonte: Adaptado de OPS, 2019a, p.47
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A Leishmaniose Cutanea Disseminada (Figura 12C) € uma manifestacdo incomum,
causada pelas espécies L. (V.) braziliensis, L. (L.) panamensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis e L. (V.) mexicana. Essa forma atinge individuos imunocompetentes, capazes de
montar uma resposta imune celular contra Leishmania, mas que possuem uma diminuicéo
periférica da resposta do tipo Thl, permitindo, desse modo, a disseminagéo do parasito por via
hematogénica ou linfatica. Ap6s o aparecimento da primeira lesdo, dar-se inicio ao periodo
metastasico, no qual, os acometidos apresentam, durante alguns dias, sintomas como mal-estar,
astenia, febre e ndusea. Em seguida, as lesdes disseminadas aparecem simultaneamente ou de
forma progressiva. Essas lesdes tipicamente sdo pequenas Ulceras granulomatosas,
acneiformes, papulares, e numerosas, podendo atingir diferentes regides anatdmicas e afetar a
mucosa. A Leishmaniose Cutadnea Disseminada apresenta boa resposta terapéutica
(HASHIGUCHI et al., 2016; OPS, 2019a; MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019).

A Leishmaniose Cutanea Difusa (Figura 12D) é uma forma rara e grave gerada pela
acentuada proliferacdo e disseminacdo dos parasitos devido a auséncia de resposta celular
especifica em individuos com condicdo imune subjacente (anergia). No Brasil, essa
manifestacdo estd associada a infeccdo por L. (L.) amazonensis. As lesdes difusas séo
caracterizadas por multiplas papulas que nédo se ulceram e formam nddulos cutaneos, de aspecto
lepromatoso, com abundante quantidade de parasitos. A LC difusa possui resisténcia aos
medicamentos disponiveis, gerando recaidas com frequéncia e cronificacdo das lesdes
(BRASIL, 2017; HASHIGUCHI et al., 2016; OPS, 2019a).

A Leishmaniose Mucocutanea (Figura 12E) é uma complicacdo da LC decorrente da
extensdo de lesbes proximas a mucosa como labio, ou devido a metéstase
hematogénica/linfatica. No Brasil a L. (V.) braziliensis é a espécie associada a essa forma
clinica. Essa manifestacdo pode apresentar-se simultaneamente as lesdes ativas preexistente ou
em um processo de recidiva. A mucosa oral e nasal sdo as mais acometida. Nessas regides ha
uma inflamac&o intensa, em virtude da resposta imune hiperérgica predominantemente do tipo
Th1, causando lesdes infiltrativas e proliferativas com severa destruicéo tecidual. As infeccdes
bacterianas secundarias séo frequentes e podem veloluir para pneumonia por aspiracdo. As
lesGes ndo se curam expontaneamente, necessitando de um tratamento longo e com altas doses
de drogas para seu contrele (BRASIL, 2017; JAMESON, 2020; OPS, 2019a).

As manifestacdes clinicas provocadas pela infe¢cdo por Leishmania, ndo estdo
limitadas apenas a lesfes tegumentares. As espécies L. (L.) donovani e L. (L.) infantum (no
Novo mundo denominado de L. (L.) chagasi) possuem um forte tropismo para a visceralizacéo

da infeccéo, levando ao comprometimento de diferentes orgaos, principalmente baco, figado,
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medula 6ssea e linfonodos, onde se multiplicam em células do sistema fagocitario mononuclear,
gerando o quadro da Leishmaniose Visceral (LV) (Figura 12F). O Brasil, india, Sudo, Sud&o
do Sul, Etiopia e Quénia, concentram cerca de 90% da carga de LV no mundo (BRASIL, 2014;
OPS, 2019a).

A LV ¢ a forma mais grave de leishmaniose. Na Asia Meridional essa forma clinica é
conhecida como kala-azar (febre negra em hindi) e tem como principal agente etioldgico a L.
(L.) donovani. No Brasil a forma visceral ¢ provocada pela L. (L.) infantum chagasi. Sem
tratamento 95% dos casos evoluem para 6bito (WHO, 2021). Inicialmente, os primeiros
sintomas sdo a astenia com febre intermitente de longa duragéo, discreta esplenomegalia
seguida por hepatomegalia e linfadenopatia. Durante o agravamento da doenca, observa-se uma
progressiva perda de peso, frequentes quadros hemorragicos (gengival, epistaxe) e de infecgdes
oportunistas. O estagio avancado é marcado por severa hepatoesplenomegalia, pancitopenia
(resultante do comprometimento medular), hipoalbuminemia e hipergamaglobulemia
(fundamentalmente de IgG) (DUTHIE et al., 2019; KUMAR; PANDEY; SAMANT, 2020).

Nas infecgdes por L. (L.) donovani, alguns individuos clinicamente curados da LV
podem desenvolver aps meses ou anos, uma complicacdo nédo letal denominada Leishmaniose
Dérmica Pos-Calazar (LDPC), que é uma forma dermotrépica da infeccdo priméria. O
tratamento incompleto ou tardio da LV, a exposicdo solar e o0 uso de
medicamentos imunossupressores sdo fatores de risco que levam a uma maior incidéncia de
LDPC. Essa complicacdo ocorre em menos de 10% dos casos de LV na Asia e é caracterizada
por erupcdo cutanea maculares, enquanto na Africa ela é observada em mais de 50% dos casos
de LV, apresentando-se na forma de lesdes papulares. Os pacientes com LDPC séo clinicamente
estaveis. Entretanto, ao abrigar parasitos em sua pele, contribuem para a transmissao vetorial
da LV na comunidade, dificultando o controle dessa doenca (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018; DNDI, 2019b). Além disso, as epidemias da AIDS agravam ainda mais essa conjuntura,
visto que o status imunoldgico de individuos infectados pelo HIV os tornam mais suscetiveis a
de desenvolver a LV ativa (BRASIL, 2015; SOUSA-GOMES; ROMERO; WERNECK, 2017).

Um fator de risco para desenvolver a forma ativa da leishmaniose, é a coinfec¢do com
HIV, visto que o status imunoldgico de individuos infectados por esse virus os tornam mais
suscetiveis a outras infegdes. Os primeiros casos de coinfeccdo entre a Leishmania spp. e 0
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foram descritos no final da década de 80, e cresceram
nas décadas seguintes devido a disseminagdo das epidemias da AIDS para areas rurais em
concomitancia com o processo de urbanizacdo das epidemias de leishmaniose, resultando na

sobreposicdo de ambas na mesma area geografica. Desde entéo as coinfec¢do Leishmania-HIV
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ja foram descritas em 35 paises. Pacientes com leishmaniose, coinfectados pelo HIV, requerem
cuidados especiais quanto a indicacdo terapéutica devido aos efeitos adversos e possiveis
ocorréncias de recidivas. Portanto, é recomendavel oferecer a sorologia para HIV a todos os
pacientes com leishmaniose em areas endémicas. (DNDI, 2019b; ADRIAENSEN et al., 2018;
FONTOURA et al., 2018; OPS, 2019b).

3.2.6 Farmacoterapia

Atualmente ndo existe nenhum medicamento ou vacina aprovados para uso
profilaticos para prevencdo de infeccBes por Leishmania spp. em humanos (IKEOGU et al.,
2020). Além disso, o arsenal de farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da
leishmaniose continua restrito a opg¢bes com limitacbes em termos de custo, vias de
administracdo e seguranca (resisténcia / toxicidade), o que tem levado ao aumento de falhas
terapéuticas (ARONSON et al., 2016; CHARLTON et al., 2018).

O regime de tratamento da leishmaniose é complexo, pois necessita de abordagem
individualizada que leve em consideracao diferentes fatores como: idade do paciente, espécies
de Leishmania, a &rea geografica em que a infeccdo foi adquirida, caracteristicas clinicas e
coinfeccdo com outros patdgenos. Ademais, € importante um acompanhamento prolongado
juntamente com cuidados de suporte a possiveis comorbidades como infecgdes secundarias,
desnutricdo, anemia e disturbios hemorragicos (CDC, 2020; ROATT et al., 2020).

Os diferentes compostos com atividade leishmanicida comercializados na atualidade,
possuem diferentes origens quimicas e atuam por meio de diversos mecanismos de acdo.
Classicamente, na maioria das regides endémicas do mundo, os farmacos de primeira escolha
sd0 os antimoniais pentavalentes (Sb°*), como o estibogluconato de sddio (apresentamdo nome
comercial de Pentostan®) (Figura 13A) e o antimoniato de N-metil glucamina ou antimoniato
de meglumina (Glucantime®) (Figura 13B). Este Gltimo é a Unica formulacdo de antimonial
disponibilizada pelo Ministério da Saude no Brasil (BRASIL, 2019; BRUNTON; HILAL-
DANDAN; KNOLLMANN, 2018).

Os antimoniais sdo administrados aos pacientes em sua forma intramuscular ou,
preferencialmente, intravenosa. No tratamento regular para a forma cuténea séo utilizados 10 a
20mg Sb*®/kg/dia entre 20 a 30 dias, enquanto para as formas mucosa ou visceral a posologia
consiste em 20mg Sb*%/kg/dia entre 30 a 40 dias. Na leishmaniose cutanea localizada, outra
opcéo para tratamento € a administracdo intralesional (via subcutanea) com intervalos de 15

dias, na qual é injetado um volume necessario para infiltrar a base da leséo (aproximadamente
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uma a trés aplicacdes de 5 mL), elevando-a e deixando-a intumescida (BRASIL, 2014, 2017,
2019).

Figura 13 — Estrutura quimica dos principais farmacos para o tratamento da leishmaniose.
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Fonte: Adaptado de CHARLTON et al., 2018.

A monoterapia com 0s antimoniais pentavalentes vém sendo usados como tratamento
padrdo para as leishmanioses ha mais de 70 anos. Contudo, insucessos terapéuticos tém sido
observados durante esse periodo em varias regides. Na india, a utilizacdo dessas drogas foi
descontinuada devido aos altos indices de resisténcia relatados. Nos outros paises endémicos,
0 uso dos antimoniais ainda é empregado, porém sua indicacao é limitada a pacientes com idade
inferior a 50 anos, que nao sejam portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenca
de Chagas. Além disso, é contraindicado para coinfectados com HIV e para gestantes (BRASIL,
2019; CROFT, 2006).

O mecanismo de acdo exato pelo qual os Sb®" exercem a sua atividade leishmanicida
ainda ndo estd bem estabelecido. Algumas hipéteses buscam elucidar a questdo. A principal
propde que 0 Sb®* atue como pro-farmaco, sendo reduzidos & Sb3*, responsavel pela inibicio
de enzimas como a tripanotiona redutase, gerando danos oxidativos as formas amastigotas de
Leishmania spp. Outras hipoteses associam o Sb®* & inibicdo de superdxido dismutase (SOD)
e topoisomerase de Leishmania, deflagrando a morte destes parasitos (DEMICHELI et al.,
2002; FREZARD et al, 2009, 2013; RAYCHAUDHURY et al., 2005).
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No inicio da terapia as intercorréncias sdo raras, entretendo a toxicidade do Sb**
aumenta no decorrer das sessOes, gerando efeitos colaterais com: alteracGes
eletrocardiogréaficas, gastrointestinais, pancreatite aguda, insuficiéncia renal e hepética. As
limitagGes e riscos intrinsecos do Sb°* levaram a necesidade de adog&o de farmacos alternativos
visando estabelecer tratamentos equilibrados em termos de eficécia e seguranca (DNDI, 2019b;
KATZUNG; TREVOR, 2017).

Quando o uso do Sb®* é contraindicado, ou nos casos onde ndo ha resposta satisfatoria,
0 tratamento de segunda linha é realizado com a anfotericina B (Figura 13C). A anfotericina
B é um antibidtico poliénico, inicialmente isolado de Streptomyces nodosus, amplamente
administrado como um medicamento antifingico. Esse farmaco foi aprovado em 1997 pela
FDA para o tratamento da leishmaniose visceral (sua indicacdo para leishmaniose cutanea ou
mucosa sao consideradas off-label). As formulacbes mais amplamente utilizada na
leishmaniose séo o desoxicolato de anfotericina B (Anforicin B®) e a anfotericina B lipossomal
(AmBisome®), esta Gltima apresenta menos efeitos toxicos sistémicos (GUERY et al., 2017;
MOSIMANN et al., 2018).

A anfotericina B é administrada por infusdo intravenosa em regime de internacao
hospitalar. ReagOes infusionais como febre, calafrios, tremores, hipotensdo, cefaleia e
nauseassdo sdo esperadas. Além disso, outros efeitos adversos observados incluem:
hipocalemia, hipomagnesemia e nefrotoxicidade. O tratamento com anfotericina B demanda
um longo periodo e embora apresente alta taxa de cura € bastante restritiva devido seu alto
custo. Seu mecanismo de acdo decorre da seletividade dessa droga ao ergosterol, que é um
componente da membrana da Leishmania, gerando poros que levam a um desequilibrio
osmatico culminando na morte do parasito. (BRASIL, 2019; CDC, 2020; MOSIMANN et al.,
2018; RODRIGO et al., 2018).

Outros agentes parenterais usadas em casos de hipersensibilidade ou faléncia dos
antimoniais e da anfotericina B sdo a pentamidina e paromomicina. A pentamidina, cuja
estrutura quimica esta disposta na Figura 13D, é uma diamina aromatica concebida
originalmente para uso como hipoglicemiante, que mais tarde veio apresentar atividade contra
protozoarios tripanossomatideos e contra P. jiroveci. Esse farmaco é comercializada para uso
humano sob a forma de um sal isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) (BRUNTON; HILAL-
DANDAN; KNOLLMANN, 2018; KATZUNG; TREVOR, 2017). No tratamento das
leishmanioses o seu esquema posoldgico consiste em 3-4 mg/kg/dia, em dias alternados, de trés

a dez doses dependendo da regido e da forma clinica (BRASIL, 2017).
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O mecanismo de acdo da pentamidina possivelmente inclui a atuagdo na inibi¢do da
S-adenosil-L-metionina e de outras enzimas que participam do metabolismo das poliaminas.
Além disso, evidéncias sugerem que a pentamidina ligar-se ao DNA do cinetoplasto, gerando
desequilibrio oxidativo e interferindo na replicacéo e transcricdo (KAUR; RAJPUT, 2014; NO,
2016).

Apesar de exibir notavel seletividade de acdo, a pentamidina esti associada a uma
acentuada toxicidade, que faz com uma parcela dos individuos tratatos exibam alguns efeitos
adversos como hipotensao, cefaleia, nauseas, vomitos, insuficiencia renal, pancreatite,
hipoglicemia que pode evoluir para o diabetes mellitus tardio. Essa elevada toxidade e a menor
eficacia quando comparada com a anfotericina B, levou a um declinio gradual do seu uso na
monoterapia das leishmanioses, ndo sendo mais prescrito rotineiramente na atualidade para essa
finalidade, com excecdo de regides onde ha predominio de L. (V.) guyanensis (CHARLTON et
al., 2018; OPS, 2019a).

A paromomicina (Figura 13E) é um antibidtico aminoglicosideo de amplo espectro
obtido a partir de algumas espécies de Streptomyces, sendo utilizado como sal de sulfato
inicialmente para tratamento oral de infec¢bes parasitarias intestinais. Sua administracdo
intramuscular de 11 mg/kg durante 21 dias foi testada na india como monoterapia para LV e
demonstrou uma taxa de cura de 95%, levando o governo indiano a aprovar em 2006 0 seu uso
para essa doenca. Diferentemente dos resultados positivos encontrados na india, os testes
realizados na Africa Oriental (Suddo, Etiopia e Quénia) a eficacia da paromomicina foi
significativamente menor, sugerindo que ha diferencas na capacidade dos pacientes africanos
de responder ao medicamento ou na suscetibilidade dos parasitos dessas regides em comparacgao
com os da india (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019; HAILU et al., 2010).

A paromomicina age principalmente sobre o ribossomo citoplasmatico da Leishmania,
inibindo a sintese proteica e consequentemente causando efeitos deletérios no parasito
(SHALEV-BENAMI et al., 2017). Uma vantagem da paromomicina € seu baixo custo
comparado a outros farmacos usados na leishmaniose (DNDI, 2019a). Embora seja considera
um medicamento relativamente seguro, alguns individuos podem manifestar efeitos
secundarios como colicas abdominais e nduseas, além de reacfes adversas mais significativas
como hepatotoxicidade, ototoxicidade reversivel e mais raramente, nefrotoxicidade
(JAMESON, 2020).

A administracdo parenteral € um dos principais inconveniente no tratamento das
leishmanioses, haja vista que esse procedimento exige que os pacientes se desloguem a

unidades de salde para serem atendidos por profissionais capacitados, e em alguns casos ha
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necessidade, também, de internacdo. Essas condicGes se contraple a realidade de
vulnerabilidade socioeconémica de grande parte dos portadores da doenca. Portanto, nota-se
gue nessa conjuntura, o desenvolvimento de medicamento para uso por via ndo invasivas €
imprescindivel para que haja uma melhora no contexto global do acesso e adesao terapéutica
na leishmaniose (SOUZA, 2020). Nesse sentido a terapia topica com cremes a base de
paramomicina isoladamente ou combinado com outras drogas com a gentamicina, foram
desenvolvidas e podem ser boas alternativas ao atual padrao de tratamento de leishmaniose
cutanea nos casos onde a terapia parenteral ndo € viavel (KIM et al., 2009; SOSA et al., 2019).
Outras opcOes de terapias ndo parentais séo a miltefosina e sitamaquina, ambas de uso oral
(CHARLTON et al., 2018).

A Miltefosina (Figura 13F) € uma alquilfosfocolina originalmente desenvolvida na
década de 1980 como um agente antineoplasico para o tratamento de cancer de mama e outros
tumores solido (BENNETT; DOLIN; BLASER, 2015; REIMAO; PITA PEDRO; COELHO,
2020). Em 1995 a OMS firmou uma parceria publico-privada com a empresa farmacéutica,
Asta Medica para redirecionar essa droga para novas aplicacdes terapéuticas, visando o
combate a doencas tropicais negligenciadas. Essa parceria gerou estudos clinicos realizados na
india, nos quais foi observado a eficacia da miltefosina administrada por via oral no tratamento
da LV, sendo entdo esse medicamento registrado em 2002 nesse pais. Em 2014, a FDA aprovou
a miltefosina para tratamento de todas as manifestacGes clinicas da leishmaniose (SUNYOTO;
POTET; BOELAERT, 2018). No Brasil a miltefosina ndo foi incorporada no protocolo
terapéutico em humanos, o que permitiu que em 2016 fosse emitida a licenca do medicamento
importado Milteforan® de uso veterinario (BRASIL, 2016).

O principal mecanismo de a¢do da miltefosina é pouco compreendido, acredita-se que
esse farmaco apresenta mais de um sitio molecular de a¢do. De maneira geral, sua atividade
antileishmania envolve: a perturbacdo do metabolismo lipidico (diminuicédo na fosfatidilcolina
e aumento de fosfotidiletanolamina); morte celular semelhante & apoptose (inibicdo da via
PI3K/AKT); disfuncdo mitocondrial (inibicdo da citocromo c oxidase); alem de efeitos
imunomoduladores (promove resposta Thl) (DORLO et al. 2012).

Em humanos, o regime de tratamento recomendado consiste em uma dose oral de 50
mg de miltefosina duas a trés vezes por dia (total de 100-150 mg por dia) durante 28 dias
consecutivos. Distarbios gastrointestinais foram relatados como efeitos adversos frequentes.
Além disso, elevagdes discretas nos niveis seéricos de transaminases hepaticas e creatinina
podem ocorrer. Entretanto, estas manifestacfes sao tipicamente brandas e reversiveis sem que

haja a necessidade de hospitalizar o paciente durante o uso da miltefosina. Devido a seus efeitos
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teratogénicos, as mulheres em idade reprodutiva devem realizar teste de gravidez antes de
iniciar a terapia e fazer uso de métodos contraceptivos durante o tratamento e por mais 5 meses.
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018; REIMAO; PITA PEDRO;
COELHO, 2020). Além da teratogenicidade, outras desvantagens da miltefosina sdo a sua meia-
vida, significativamente longa, que juntamente com o uso inadequado, tém contribuido para o
namero crescente de casos de insensibilidade a miltefosina (CARNIELLI et al.,, 2019;
KHANRA et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2017).

A sitamaquina (Figura 13G) é uma droga da classe das 8-aminoquinolina,
desenvolvida anteriormente para a malaria, e posteriormente apontada como uma possivel
alternativa no tratamento da LV. Além de ser administrado por via oral, uma outra vantagem
da sitamaquina é sua meia-vida de eliminacdo curta, o que evita o rapido surgimento de
resisténcia. Sua eficacia terapéutica foi verificada em triagens clinicas de fase | e Il com
pacientes na India, Quénia e Brasil, apresentando taxas de curas contrastantes entre essas
diferentes populacGes. Os feitos adversos como a metemoglobinemia e nefrotoxicidade tém
sido os principais gargalos no desenvolvimento dessa medicacdo (LOISEAU; COJEAN;
SCHREVEL, 2011; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

O mecanismo de acdo da sitamaquina na Leishmania envolve a inibi¢do de succinato-
Q redutase (complexo Il da cadeia respiratdria), que por sua vez desencadeia 0 estresse
oxidativo pela producdo de EROs e aumento do Ca # intracelular, gerando uma morte
semelhante a apoptose dos parasitos (CARVALHO et al., 2011).

Ainda ha muito o que avancar no desenvolvimento clinico e licenciamento de novos
composto para monoterapia ou como parte de uma terapia combinada para leishmaniose,
entretanto as expectativas sdo preocupantes. Segundo o relatério do G-Finder 2019 — principal
plataforma de monitoramento do setor global de P&D de novos produtos e tecnologias para
doencas negligenciadas — na Gltima década, houve uma queda de quase 10% no financiamento
do setor (PCR, 2020). As projecBes para 0s proximos anos indicam um agravamento na
diminuicdo do financiamento voltado as DTNs, devido aos desafios financeiros gerados pela
pandemia do COVID-19 (DE SOUZA et al., 2020).
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Quadro 3 - Via de administracéo, efeito colateral/adverso e contraindicagdo dos principais
farmacos usados no tratamento da leishmaniose.

lipossomal &

porém com menor frequéncia e
intensidade.

. Vias de . Lo
Farmaco administracéo Efeito colateral / adverso Contraindicagdo
Mialgias, artralgias, cefaleia . s -
T ' ’ Gestacdo, hipersensibilidade aos
Intramuscular | 8norexia, nauseas e febre, com gnenteg do farmaco, uso
Antimoniais aumento de transaminases, P itante d di ' ;
Intravenosa fosfat lcali i i concomitante de medicamentos
Pentavalentes 2 ostatase afcating, amitase, Hase, -1 e prolongam o intervalo QTc
Intralesional ureia e creatinina, diminuicéo da (qalistE)n %0 rgenal disfuncio '
hemoglobina e de leucdécitos e Ing nal, disTuncao.
~ ; cardiaca e disfuncéo hepatica.
auteragdes de eletrocardiograma.
Febre, cefaleia, nauseas, vomitos,
anorexia, tremores, calafrios,
Desoxicolato de flebite, hipopotassemia, cianose,
anfotericina B 2 Intravenosa hipomagnesemia, hipotensao,
comprometimento da funcédo T . -
renai) anemia e diStl]rbiOSQdO Insuficiéncia renal, hipersensibi-
com ,orta mento lidade a anfotericina B ou outro
P ' componente da formulagéo.
Semelhantes aos observados com
Anfotericina B Intravenosa a desoxicolato de anfotericina B,

Pentamidina @

Intramuscular

Dor, induracéo e abscessos
estéreis no local da aplicacdo
intramuscular, nauseas, vomitos,
tontura, adinamia, mialgias,
cefaleia, hipotensao, lipotimias,
sincope, hipoglicemia,
hiperglicemia, hipoglicemia,
diabetes mellitus tardio,
elevages de creatinina
fosfoquinase e da desidrogenase
lactica séricas, pancreatite,
arritmias cardiacas, leucopenia,
trombocitopenia, insuficiéncia
renal aguda, hipocalcemia,
taquicardia ventricular e choque
anafildtico.

Gestacdo, aleitamento, criangas
menores de 1 ano, diabetes
mellitus, intolerancia a glicose,
insuficiéncia renal, insuficiéncia
hepética, doencas cardiacas ou
hipersensibilidade aos compo-
nentes do medicamento.

Intramuscular

Célicas abdominais, nauseas,
hepatotoxicidade,

Hipersensibilidade aos compo-

icina® | Intravenosa e . .
Paramomicina Tépi nefrotdxicidade, ototdxicidade, nentes do medicamento.
opico eritema, irritacdo cutanea.

Teratogenicidade,
nefrotdxicidade,

Miltefosina ¢ Oral hepatotoxicidade, nauseas, Gestacao e hipersensibilidade aos
vomitos, diarreia, dor abdominal, | componentes do medicamento.
sonoléncia, dor de cabeca, e
desconforto geral.

. - q Metemoglobinemia, cianose,

Sitamaquina Oral nefrotoxicidade. Em estudo.

Fonte: 3BRASIL, 2017; bJAMESON, 2020; ‘CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019; dLOISEAU; COJEAN;

SCHREVEL, 2011.
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3.3 Pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos

No inicio do século XX, em torno de 80% de todos os medicamentos obtidos até aquele
momento, partiram de fontes vegetais (SIDDIQUI et al., 2014; SNEADER, 1997). Contudo,
em 1928, a descoberta acidental da atividade antimicrobiana do fungo Penicillium notatum,
serviu como base da criagdo de um medicamento revolucionario: a penicilina. O pioneirismo
da penicilina abril novos caminhos na investigacéo de produtos naturais, que até entdo era muito
pautada na pesquisa com plantas, agregando a microbiologia aos estudos de farmacologia
(BENNETT; CHUNG, 2001; LERNER, 2004).

Os micro-organismos surgiram na terra — muito tempo antes das plantas, animais e
seres humanos — ha aproximadamente 3,5 bilhdes de anos. Eles evoluiram durante todo esse
periodo e hoje ocupam 0s mais variados habitats do planeta, até aqueles de condi¢cdes mais
extremas. Dessa forma os micro-organismos desenvolveram a capacidade de biossintetizar uma
exuberante quantidade de produtos naturais com diversas atividades bioldgicas, tais como
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, antinociceptiva, citotdxica, entre
outras (MARTHO, 1997; SAMUELSSON; BOHLIN, 2009).

Um produto natural é um composto ou substdncia quimica proveniente de um
organismo Vivo isolado ou de organismos simbiontes, produzidos pelas vias do metabolismo
primario ou secundario desses. Os produtos naturais, inicialmente, podem ser obtidos
diretamente de fontes naturais para, entdo, ser utilizados como modelos moleculares (prototipo)
em processos de Sintese Quimica (sintese parcial ou total) para elaboracdo de produtos
analogos, favorecendo sua producgdo em larga escala (HANSON, 2003; LAHLOU, 2013). Essa
estratégia é esquematizada na figura 14.

Figura 14 — Estratégias para a descoberta de medicamentos baseados em produtos naturais.
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Fonte: Adaptado de LI; LOU, 2018, p.2.
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As inovagdes tecnoldgicas nas areas de biologia molecular e bioinformatica, ocorridos
por volta de 1990, possibilitaram a melhor compreensdo dos mecanismos que envolvem a
regulacdo da biossintese e expressdo de metabolitos secundario, isso permitiu a industria
farmacéutica desenvolver novas estratégia para pesquisa de entidades quimicas bioativas, como
0 uso de modernas ferramentas de Modelagem Molecular e Quimica Combinatéria pra formar
colecBes de compostos em Bibliotecas Sintética. Essas novas estratégias receberam, ano a ano,
elevados investimentos, entretanto, falnaram em proporcionar um expressivo aumento na
descoberta de moléculas ativas inovadoras capazes de chegar a se tornar um medicamento
(HOPWOOD, 2007; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Diante desse insucesso, a
indUstria farmacéutica retomou o interesse na tradicional bioprospec¢do de produtos naturais
(especialmente os produtos microbianos) que continuam a fornecer excelentes fontes de
moléculas estruturalmente e quimicamente diversas com enorme potencial de aplicacbes
terapéuticas (BERNARDINI et al., 2018; PHAM et al., 2019; SANCHEZ et al., 2012;
NEWMAN; CRAGG, 2016).

Inovar a partir de produtos naturais, ou de qualquer outra fonte, & um processo
trabalhoso, caro e bastante longo, devido as inUmeras etapas necessarias (DIMASI;
GRABOWSKI; HANSEN, 2016). Os produtos alvos precisam ser testados quanto a sua
eficacia, seguranca, perfil farmacocinético e custo-efetividade, para entdo serem aprovados
pelas agéncias reguladoras (LUEPKE; MOHR 11, 2017).

Apenas um medicamento entre 0s 5.000 e 10.000 compostos avaliados na cadeia de
P&D do setor farmacéutico, consegue lograr éxito e chegar ao mercado. Para percorrer todos
esses passos, um medicamento chega a necessitar, em média, mais de uma década de
investimentos continuos (IFPMA, 2017). O custo associado ao pipeline de desenvolvimento de
novos produtos pela industria farmacéutica € estimado em US$ 1-2 bilhdes (AL SHAER et al,
2019).

O aumento do mercado em economias emergentes, aliado a uma maior rigidez
regulatéria nos paises desenvolvidos, resultou em uma importante migracdo de atividades
econbmicas e de pesquisa da Europa para esses mercados. Entretanto, os investimentos
ocorridos nesse contexto, tem dado maior énfase em inovagdes incrementais. Desse modo, a
producdo de medicamentos “me-too” (similares) ou “me-better” (melhorados) ocorre em
detrimento do langamento de medicamentos verdadeiramente inéditos (EFPIA, 2018; JENA et
al., 2009; PAUL et al., 2010). Perante a essa situacdo, a producdo de medicamentos baseados
na sintese quimica mostrou-se insuficientemente capaz de responder sozinha, as necessidades

de inovacgéo e de aumento de competitividade no setor. Por isso, as industrias farmacéuticas
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buscaram incorporar a suas cadeias de P&D, novas estratégias, visando atender essas demandas
(BERNARDINI et al., 2018). E nessa conjuntura que a biotecnologia surge como uma
oportunidade de fortalecimento e crescimento da inovacao terapéutica (PHAM, 2018).

A biotecnologia é a ciéncia da aplicacdo controlada de agentes biolégicos, como
microrganismos (algas, bactérias, fungos e leveduras) e células (vegetal e animal), de modo a
gerar produtos ou servicos funcionais para fins industriais, agricolas ou médicos, como objetivo
de melhorar o bem-estar humano (BHATIA; GOLI, 2018). Diferentes areas do conhecimento
com a bioquimica, biologia molecular e microbiologia, compdem a biotecnologia. Dentre suas
principais técnicas utilizadas, destacam-se a engenharia genética (rDNA), cultura de células,
bioinformatica, eletroforese, western blotting, PCR e a clonagem (PANDEY; TEIXEIRA,
2016; SILVEIRA; FUTINO; OLALDE 2002).

No campo médico-farmacéutico (também conhecido como “biotecnologia vermelha”),
suas principais aplicac@es envolvem os métodos de pesquisa e de producdo de moléculas com
atividade terapéutica, que sdo usualmente chamadas de Biofarmacos, Produtos Biol6gicos ou
simplesmente Bioldgicos (BHATIA; GOLI, 2018; REIS et al., 2009).

Os Produtos Biologicos sdo moléculas de elevado peso molecular (proteinas
recombinantes, anticorpos monoclonais, hemoderivados, enzimas e vacinas) e de alta
complexidade estrutural. Essas caracteristicas impendem que esses produtos sejam produzidos
por meio da sintese quimica (PHAM et al., 2019).

Diferentemente das drogas quimicamente sintetizadas (também chamadas de
Pequenas Moléculas ou Farmoquimicos), 0s medicamentos biolégicos possuem uma
caracterizacdo molecular dificil, além disso, sua identidade quimica pode sofrer alteracfes
devido ao processo e aos insumos empregados na sua fabricagdo (MAKURVET, 2020).

Apesar dos obstaculos, a revolucdo biotecnoldgica expandiu significativamente o
numero de novos medicamentos. A participacdo dos bioldgicos vem crescendo, tornando-se um
componente cada vez mais importante no mercado farmacéutico. Essa nova classe de
medicamento, tornou possivel o desenvolvimento de terapias para necessidades de saude até
entdo ndo tratadas eficazmente com as intervengdes tradicionais (FRIEDMAN, 2008;
INTERFARMA, 2012; OGASAWARA; ALEXANDER, 2019).

Uma forma de fortalecer e impulsionar a inovagdo na biotecnologia é investir na
prospeccdo de microrganismo de ambientes extremos, como a Antartica, considerando-se que
0s seus metabolismos adaptados a condigdes indspitas os tornam recursos adequados para a
descobertas de moléculas que podem ser potencialmente convertidas em produtos
biofarmacéuticos de alto valor (GIUDICE, et al., 2020; SILVA, et al., 2018).
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3.4 Antartica — caracteristicas ambientais e potencial biotecnoldgico

A Antartica ou Antartida sdo termos derivados da palavra “anti-artico”. A despeito de
ambas as denominagdes serem aceitas na norma culta da lingua portuguesa, praticamente todos
0s 6rgdos publicos envolvidos no Programa Antértico Brasileiro (PROANTAR) utilizam,
preferencialmente, o vocabulo Antartica (BRASIL, 2018).

O continente Antartico fica situado abaixo do paralelo 60 °S e possui cerca de 14
milhdes de km2. Menos de 0,5% do seu solo rochoso fica exposto pois grande parte da sua
superficie é permanentemente coberta por um espesso manto de gelo e neve, representando
cerca de 90% da agua doce do planeta (Figura 15) (BURTON-JOHNSON et al., 2016;
TERAUDS; LEE, 2016). A temperatura média anual da Antartica varia de -10 °C na costa,
podendo atingir nas partes mais altas do interior até —60 °C (AUSTRALIA, 2019). No inverno
0 mar ao redor do continente congela formando um cinturdo (Pack-ice) de cerca de 1.000 Km,
ampliando a area em 18 milhdes de Km? (PROANTAR, 2020).

Figura 15 — Mapa da Antértica, destacando o manto de gelo e as areas de rocha exposta.
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O esquema tradicional de classificacdo de zoneamento da Antartica divide a regido em
trés principais topdnimos: (1) Antartica continental — regido mais interna e de alta latitude,
representa a principal massa continental. Ela € cortada pelas Montanhas Transantarticas que a
divide nas sub-regides: ocidental e oriental; (2) Antartica maritima — corresponde a costa oeste
da Peninsula Antértica e ilhas adjacentes; (3) zona Sub-Antartica — inclui as ilhas espalhadas
no oceano austral como a: Gedrgia do Sul, Bouvet, Kerguelen, Heard & Macdonald, Prince
Edward, Crozet e Macquarie (TERAUDS et al., 2012).

A Antartica ndo possui povos nativos e até hoje ndo tem populacdo permanente,
somente uma populagdo provisoria composta por cientistas expedicionarios e pessoal de apoio
presentes nas 70 estacdes polares, que séo dedicadas exclusivamente a pesquisa (FIOANTAR,
2020). Esse continente ndo esta sob posse exclusiva de nenhum pais, sua gestao é regida pelo
Tratado da Antartica que entrou em vigor em 1961 e o Protocolo de Madri (1998). Atualmente
o tratado possui 50 signatarios, dos quais, 29 nac¢des (incluindo o Brasil) tém status consultivo.
Durante as Ultimas seis décadas em que o tratado esta em vigéncia, a antartica se mantém uma
zona desmilitarizada com proibicdo de mineracédo e protecéo de recursos biologicos (DODDS,
2019; USAP, 2020).

O Brasil aderiu ao Tratado da Antértica em 1975. Em 1982, por meio do PROANTAR
houve a primeira Operacdo Antéartica Brasileira (OPERANTAR I). Em 1984 foi estabelecida a
Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF), localizada na Peninsula de Keller, no interior
da Baia do Almirantado, Ilha Rei George. A esta¢do permaneceu ocupada continuamente entre
1986 até 2012, quando foi acometida por um incéndio que afetou 70% das instalacdes. Apesar
da perda, as atividades cientificas brasileiras no continente ndo pararam. Em janeiro de 2020 a
nova EACF foi inaugurada (Figura 16). A instalacdo possui 4.500m?2, com capacidade para
abrigar até 64 pessoas (BRASIL, 2020).

Figura 16 — Estagdo Antartica Comandante Ferraz (EACF).

Fonte: ESTUDIO 41, 2020.
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O ambiente Antartico reine uma variedade de condigdes extremas, que além das
baixas temperaturas, possui caracteristicas geoquimicas desafiadoras, tais como os constantes
ciclos de congelamento e descongelamento, hipersalinidade e intensa radiacdo solar. Em
conjunto, essas condicOes exercem uma pressdo evolutiva, que seleciona comunidades
microbianas com adapta¢des metabdlicas que envolve a producao de compostos bioativos como
estratégia de sobrevivéncia (BRATCHKOVA; IVANOVA, 2011; SCHULTZ; ROSADO,
2019; WONG et al., 2019). Estes microrganismos sobrevivem a essas condi¢Ges adversas
devido a diversidade bioquimica e metabdlica que lhes permitem produzir um conjunto de
moléculas orgénicas Unicas — como extremolitos, extremozimas e crioprotetores — para a
protecdo de suas estruturas celulares. Desse modo, bacteérias, fungos filamentosos, leveduras e
microalgas resistem e se desenvolvem em locais com niveis extremos de estresse fisico e
oxidativo, tipicos do deste continente (BECKER; WITTMANN, 2020; MAURYA et al., 2020).

Uma variedade de estudos de analises espaciais da Antartica tem identificado diversas
regides biogeograficas distintas tanto nos sistemas terrestres como marinhos. Essas pesquisas
demonstram que a biodiversidade da Antartica é muito mais extensa e ecologicamente
estruturada do que se imaginava anteriormente (CHOWN et al., 2015; TERAUDS et al., 2016).

A microbiota representa a maior parte da biodiversidade da Antartica (CHOWN et al.,
2015). Essa regido foi colonizada com sucesso por microrganismos psicréfilos (cresce a
temperaturas abaixo de 15 °C), xerofilicos (adaptados a baixa disponibilidade de &agua),
oligotroficos (adaptados a escassez de nutrientes), hal6filos (adaptados a ambiente salino) e
radiorresistente (tolerantes a radiacdo ionizante) que se espalham nos diferentes substratos
disponiveis, como gelo, solos, rochas, fezes de animais, penas de passaros, além de serem
abrigados em bridfitas, liquenes, macroalgas e esponjas marinhas (CHOWN et al., 2015,
SAVOCA et al., 2019; ZUCCONI et al., 2020).

Os raros eventos de dispersao natural permitiram que a biota da Antartica evoluisse e
se diversificasse em relativo isolamento (BARNES et al., 2006). Para manter o metabolismo,
sustentar o seu crescimento e reproducdo em meio as rigorosas condi¢fes da Antartica, 0s
microrganismos se adaptaram, passando por uma gama de ajustes metabdlicos, estruturais e
funcionais em suas membranas, sistemas energéticos e seu maquinario de sintese de proteinas
e enzimas, para dessa forma resistirem aos fatores ambientais bioticos e abioticos (TRIPATHI
etal., 2018; ZUCCONI et al., 2020). Além disso a diversificagdo microbiana, é favorecida pela
transferéncia horizontal de genes entre taxons, resultando em grande diversidade bioguimica.

Ao longo do tempo essas trocas contribuem para a formacao de tdxons filogenéticos distintos e
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para a evolucao de genes biossintéticos de metabdlitos secundarios em resposta as pressdes do
ecossistema inospito da Antartica (PURVES et al., 2016).

Diversas novas ferramentas desenvolvidas recentemente nos campos de analise,
planejamento e otimizacdo experimental em microbiologia e bioquimica, em combinagdo com
0s avancos na tecnologia de sequenciamento, tem ajudado na compreenséo crescente sobre o
potencial metabolico de microrganismo da Antértica. Isso tem impulsionado o interesse na
exploracdo dos recursos naturais desse continente na busca por compostos bioativos (CHOWN
etal., 2015; TIAN; ZHAO, 2017).

3.4.1 Metabdlitos microbianos com atividade bioldgica de importancia clinica

Os microrganismos da Antartica sdo produtores excepcionais de metabolitos
secundarios, como alcaloides, carboidratos, esteroides, lipidios, peptideos, policetideos e
terpendides. Essas moléculas evolutivamente refinadas e versateis desempenham um papel
fundamental nas interacfes inter e intra-especificas dentro das comunidades microbianas,
fornecendo vantagens competitivas sobre outros microrganismos. Além disso, essas estruturas
quimicas Unicas também podem ser usadas como condutores terapéuticos para doencas
humanas (O’BRIEN; WRIGHT, 2011; ZUCCONI et al., 2020).

Atualmente, muitas pesquisas tém examinado um grande numero de compostos
derivados de microrganismo antarticos (GIORDANO, 2020; TRIPATHI et al., 2018). Esses
estudos tém levado a novos insights sobre moléculas quimicas de extremdfilos, levantado
evidéncias concretas sobre as atividades bioldgicas desses produtos, e de seu grande potencial
em aplicacOes biotecnoldgicas e farmacéuticas. Dessa forma, os microrganismos da Antartica
desempenham um papel central nos esforcos para descoberta de medicamentos para tratamento
de doencas infecciosas e oncoldgicas (GIORDANO, 2020; TRIPATHI et al., 2018).

A investigacdo quimicada bactéria Gram-negativa Aequorivita sp., isolada de
sedimentos rasos do mar Antartico, resultou no isolamento de quatro aminolipidios que
mostraram atividade antimicrobiana moderada in vitro contra Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) (CHIANESE et al., 2018). Em outro estudo, amostras de sedimentos
marinhos da Antartica, coletadas a 20 m de profundidade, levou ao isolamento da cepa de
Pseudomonas BNT1 e a purificagdo dos extratos dessa cepa produziu dois ramnolipideos que
exibiram efeito antimicrobiano contra Burkholderia cepacia, B. metallica, B. seminalis,
B. latens e S. aureus. Além disso, um terceiro ramnolipideo apresentou atividade moderada
(MBC de 100 pg/mL) contra S. aureus (TEDESCO et al., 2016).
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A andlise do extrato bruto etandlico rico do pigmento violaceina da bactéria
psicrotolerante Janthinobacterium lividum ROICE173, isolada da neve da regido antéartica,
mostrou efeito antimicrobiano contra cepas de MRSA e MSSA, e também foi ativo contra cepas
de Enterococci (E. avium, E. fecalis E. faecium) e Enterobacteriaceae (Citrobacter,
Escherichia coli, Klebsiella, Morganella, Salmonella, Yersinia) (BARICZ et al., 2018). Mais
recentemente, a investigacdo do extrato purificado de violaceina da bactéria ndo patogénica
lodobacter sp. 7MAnt, isolada de lagoa localizada na Ilha Rei George — Antartica, demonstrou
que esse pigmento possui atividade também, contra Pseudomonas aeruginosa (ATALAH et al.,
2020).

Em Silva et al. (2018) um total de 326 isolados bacterianos, distribuidos em 39 géneros
diferentes, foram recuperados de diferentes locais da Antartica e posteriormente identificados.
A triagem antimicrobiana revelou quinze isolados capazes de inibir o crescimento de pelo
menos uma das cepas: Escherichia coli, Micrococcus luteus, S. aureus, Bacillus subtilis e
Candida albicans. Um dos isolados identificado com Pseudomonas sp. exibiu ampla faixa
antimicrobiana, além disso seu extrato de hexano apresentou atividade anti-Trypanosoma cruzi
e promoveu a inibicdo do crescimento de linhagens de U251 (glioblastoma) e NCI-H460
(carcinoma de pulmao de células ndo pequenas).

Outras iniciativas também visaram explorar do potencial antiproliferativo em células
tumorais humanas. A investigacdo do microbioma associado a fanerégamas comumente
encontradas na Antartica (Deschampsia antarctica Desv.) levou ao isolamento de cepas de
Streptomyces sp. Os metabdlitos secundarios das cepas CMAA 1527 e CMAA 1653
apresentaram atividades antiproliferativas contra as células cancerosas humanas U251
(glioblastoma), MCF-7 (adenocarcinoma de mama); 786-0 (adenocarcinoma de rim), NCI-
H460 (carcinoma de pulmao de células ndo pequenas) (SILVA et al., 2020).

Assim como as bacteérias, os fungos antarticos também foram explorados em busca de
compostos com atividade bioldgica. O extrato etandlico do fungo antartico Purpureocillium
lilacinum, apresentou alto nivel de atividade antimicrobiana contra E. coli, S.aureus,
P. aeruginosa, C. albicans, Candidakrusei, Cladosporium sphaerospermum e
Paracoccidioides brasiliensis, como também, efeito antiprotozoéario (L. amazonensis e T. cruzi)
e agdo citotoxica em células tumorais humanas mamarias (MCF-7) e renais (TK-10), com
toxicidade moderada para células normais (GONCALVES et al., 2015).

Sun et al. (2020) descreveram novos tripeptideos ciclicos, obtidos a partir do extrato
de acetato de etila do fungo Aspergillus insulicola, isolado de uma esponja néo identificada da

Antértica. O tripeptideo M e N mostraram ampla atividade antimicrobiana contra um painel de
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cepas patogénicas, incluindo Bacillus cereus, Proteus sp., Mycobacterium phlei, Bacillus
subtilis, Vibrio parahemolyticus, Edwardsiella tarda, MRSA e Sstafilococcus coagulase-
negativos resistentes a meticilina.

Ogaki et al. (2020) acessaram bibliotecas de fungos cultivaveis presentes em
sedimentos de trés lagos da Peninsula de Fildes, Antartica. Os extratos de acetato de etila de
Penicillium chrysogenum e Penicillium solitum demonstraram atividade antifungica
contra Cladosporium sphaerospermum. Extratos de P.chrysogenum, Penicillium palitans e
P. solitum exibiram altas atividades contra T. cruzi. Além disso, os extratos de Penicillium allii-
sativi, P. chrysogenum, P. palitans, e P. solitum demonstraram atividade contra Plasmodium
falciparum. Os extratos de Penicillium, Acremonium fusidioides e Pseudogymnoascus
verrucosus apresentaram fraca atividade contra L. amazonensis.

Buscando avaliar o potencial terapéutico de metabdlitos fungicos contra doencas
tropicais negligenciadas, De Menezes et al. (2020) recuperaram fungos presentes em
fragmentos de gelo glacial coletados em diferentes locais da Peninsula Antértica. A analise dos
extratos de Penicillium spp., P. chrysogenum e P. palitans apresentaram atividades contra
T.cruzi e L.amazonensis. Em um estudo semelhante, 0s extratos de
Pseudogymnoascus destructans, Mortierella parvispora e P.chrysogenum, isolados de
amostras de solo superficial coletadas em diferentes regides da Antartica, exibiram atividade
contra L. amazonensis e T. cruzi. (GOMES et al., 2018).

Diante dos diferentes relatos encontrados na literatura quanto a eficacia de compostos
naturais derivados de microrganismos antarticos em aplicacdes terapéuticas, fica evidente a
potencialidade desses produtos para o combate de diversas doengas. Apesar disso, ainda ndo ha
nenhum medicamento disponivel proveniente de microrganismos antarticos, entretanto, os
resultados preliminares reportados sdo encorajadores. Portanto, mais estudos devem ser

conduzidos para embasar pesquisas clinicas futuras.



54

4 METODOLOGIA

4.1 Estudo experimental: Producao dos extratos bacterianos e ensaios farmacoldgicos

4.1.1 Obtencao dos produtos naturais oriundos de bactéria antarticas

Amostras de bactérias coletadas na Antartica foram cedidas pelo Prof. Dr. Alysson
Wagner Fernandes Duarte (Campus Arapiraca/UFAL), participante do projeto MycoAntar:
Diversidade e Bioprospeccdo de Fungos da Antartica. Os microrganismos foram isolados de
amostras de sedimentos e de liquens coletados no Continente Antartico em duas expedi¢des ao
polo sul pela Equipe Brasileira de Pesquisa (OPERANTAR XXXIV e XXXVI, verfes de
2015/2016 e 2017/2018, respectivamente).

Ao todo foram avaliados oito isolados bacterianos conforme demonstrado no Quadro
4. Os isolados do grupo AN (14. AN. P1, 14. AN. P3, 4. AN. P4) foram obtidos de amostras de
sedimento, assim com os isolados do grupo ANUV (1. ANUV. P4, 2. ANUV. P4). Entretanto,
as bactérias desse Ultimo grupo apresentaram resisténcia a luz ultravioleta (30 minutos de
exposi¢do de radiacdo UVC, usando a lampada Osram 30W) em resultados prévios descritos
no nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados). Os isolados do grupo UVAB (14.
UVAB.11, 4. UVAB.12, 7. UVAB.14) foram obtidos de liquens.

Quadro 4 — Bactérias isoladas do ambiente antartico

Grupo _Codlgo (_jo Origem Cor da col6nia
microrganismo
14. AN. P1 Ilha Deception (Sedimento) Amarelo Citrico
AN 14. AN. P3 Ilha Deception (Sedimento) Amarelo
4. AN. P4 Ilha Deception (Sedimento ) Vermelho
ANUV 1. ANUV. P4 Ilha Deception (Sedimento) Vermelho
2. ANUV. P4 Ilha Deception (Sedimento) Vermelho
14. UVAB. 11 Liguens Laranja
UVAB 4. UVAB. 12 Liquens Amarelo
7. UVAB. 14 Liquens Vermelho

Fonte: Autor (2021).
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4.1.2 Cultivo e producéo de biomassa

O cultivo dos isolados bacterianos foi baseado em método descrito por Silva et al.
(2019) com algumas modificacBes. Primeiramente, as amostras das bactérias da antarticas,
criopreservada em glicerol 20% (v/v) em freezer a -80°C, foram descongeladas a temperatura
ambiente e semeadas com auxilio de uma alca bacteriologica em Agar nutriente (AN). As
placas de AN foram entéo incubadas durante 7 dias a 20 °C. Ap0s o crescimento bacteriano, 3
a 6 colénias com mesma morfologia foram inoculadas em 6 mL de solucéo salina (0,85%) para
formar uma suspensdo homogénea. As suspensdes foram padronizadas em espectrofotémetro a
600 nm, com absorbéncia de 900 a 1000 nm, e, em seguida, transferidas para Erlenmeyer de
250 mL contendo 150 mL de caldo nutriente para serem incubados sob agitacdo a 150 rpm,
durante 7 dias a 15 °C (Figura 17). Apds esse periodo, as amostras foram transferidas para
tubos tipo falcon de 50 mL e submetidas a centrifugacdo a 3.500 rpm durante 10 minutos, sendo
descartado o sobrenadante. O pellet formado (que corresponde a biomassa bacteriana) foi
submetido a lavagem com solucdo salina esterilizada, seguido de congelamento em freezer a -
80°C.

Figura 17 — Aspecto do cultivo bacteriano em meio liquido apos incubacéo por 7 diasa 15 °C
e 150 rpm.

Fonte: Autor (2021).
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4.1.3 Extragéo de pigmentos intracelulares bacterianos

Para obtencdo dos pigmentos intracelulares, as biomassas bacterianas foram
submetidas a extracéo exaustiva por maceracdo com metanol P.A conforme descrito por Silva
et al. (2019), com modificagdes. Todas as etapas da extragcdo foram realizadas sob condicdes
minimas de luz para evitar a degradacdo dos pigmentos. Inicialmente as extra¢cdes foram
realizadas em tubos tipo falcon de 50 mL contendo a biomassa bacteriana, juntamente com 5
mL de metanol. As biomassas com solvente foram entdo agitadas vigorosamente em vortex
(AP59, Phoenix®) e em seguida mantidas por 30 minutos em cuba ultrassonica (USC-750,
Unique®). Apds a maceragdo e lise celular, as amostras foram submetidas a centrifugacio a
3.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Por fim, os sobrenadantes foram cuidadosamente
coletados para ndo ressuspender a biomassa, e em seguida transferidos para tubos falcon de 15
mL devidamente identificados. Esse processo foi repetido, reduzindo gradativamente o volume
de solvente, até a maxima despigmentacdo da biomassa (Figura 18C). A confirmacdo da total
despigmentacdo da biomassa foi feita observando ndo somente a coloracdo do pellet, mais
também, a auséncia de pigmento no sobrenadante. As etapas do processo de extracdo de
pigmento estdo ilustradas na Figura 19. As solucOes extrativas obtidas foram secas em
dessecador de vidro sob vacuo ao abrigo da luz.

Figura 18 — Diferentes estagios de extracdo dos pigmentos de bactérias da Antéartica.
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Fonte: Autor (2021).



Figura 19 — Etapas da extracdo dos pigmentos.
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4.1.4 Manutencdo da linhagem macréfagos

Macroéfagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura em 10 mL
de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute-1640) suplementado com L-glutamina,
piruvato, aminoécidos nao essenciais, 10% de soro fetal bovino (Roche), e mantidos em estufa
a 37°C com 95% de umidade e 5% CO2. No momento do uso, as células foram contadas,
ajustadas em meio RPMI suplementado, na concentracio de 1 x 10° células/mL e 200 pL dessa
suspens&o foi distribuida em placa de 96 pogos (Nunc, Denmark) ou 1 x 10° células /pogo de

placa de 24 pogos com laminulas.

4.1.5 Determinacdo da viabilidade celular

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em placas de 96 pocos, na
concentragéo de 5 x 10* células/poco e incubadas overnight em estufa a 37 °C com atmosfera
umida contendo 7% de CO>. Em seguida, os pogos foram lavados para remocao das células ndo
aderentes e posteriormente preenchidos em triplicata com 200 pL dos extratos testados diluidos
em meio RPMI nas concentragdes de 100, 30, 10, 1, 3 e 0,3 mg/mL e reincubados por 48h. Os
pocos controles foram células cultivadas somente com meio de cultura e 10% de SFB ou células
cultivadas na presenca do diluente dos extratos (DMSO, Sigma). A viabilidade celular foi
determinada ensaio de reducdo de MTT (MOSMANN, 1983) realizando a leitura das
absorbancias em espectrofotobmetro a 550 nm. A viabilidade celular dos macrofagos tratados

com os extratos foi comparada ao padrdo de morte obtido nas culturas controle.

4.1.6 Ensaio de viabilidade de promastigotas de Leishmania

As formas promastigotas de L. chagasi e L. amazonensis em fase exponencial tardia
de crescimento, foram centrifugadas e posteriormente resuspensas em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e 2% de urina humana, para obter uma
concentragdo de 1x10° parasitos/mL. Em seguida, aliquotas de 100pL dessa suspensdo foram
distribuidas em placa de 96 pocos. Posteriormente, foram adicionadas em triplicatas, diferentes
concentragdes dos extratos bacterianos (100, 30, 10, 1, 3 e 0,3 mg/mL) e anfotericina b (100 a
0,001 uM), como também o controle de veiculo DMSO (0,2%) preparadas em meio Schneider
suplementado, para alcangar um volume final de 200uL por poco. A placa entdo foi incubada

em estufa BOD a 27 °C por 48 horas. Apo6s esse periodo, 0 nimero de parasitos foi determinado
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utilizando camara de Neubauer, em microscopio 6ptico. A inibicdo causada por cada extrato
foi expressa como uma porcentagem em relagdo as células cultivadas apenas na presenga do
veiculo DMSO.

4.1.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos no ensaio in vitro foram realizadas por meio
de analise de variancia (ANOVA) e testes post-hoc de Tukey, utilizando o GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical). Os dados foram considerados
significativos quando *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001 em relacdo ao diluente dos extratos
DMSO 0,1%.

4.2 Estudo da literatura: Bioprodutos fungicos com atividade leishmanicida — avaliacéo
do estado da arte

Para estabelecer o estado da arte da producdo cientifica sobre as evidéncias quanto a
eficdcia da atividade anti-Leishmania de bioprodutos flingicos foi produzido uma revisao
sistematica da literatura, na qual foram realizadas consultas nas bases de dados do PubMed,
Lilacs e Scielo. A busca dos artigos foi feita entre os meses de novembro e dezembro de 2020,
utilizando os seguintes descritores/termos livres e conectores booleanos: (1) ("Fungi*'[Mesh])
AND "Leishmania"[Mesh]; (2) Fungi AND Leishmania; (3) Fungi AND leishmanicidal; (4)
Lichen AND Leishmania e (5) Fungo AND Leishmania. Tendo como critérios de inclus&o:
artigos originais com delineamento experimental que testaram o potencial leishmanicida de
bioprodutos (extratos/compostos isolados) obtidos de fungos (com pelo menos um bioprodutos
ativo), e que estejam disponiveis na integra, publicados em qualquer periodo e idioma. Foram
excluidos os artigos que ndo abordaram o recorte tematico proposto ou que ndo seguiram todos

os critérios de inclusio.
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5 PRODUTOS

1.  LEISHMANICIDAL AND ANTI-GLIOBLASTOMA POTENTIAL OF ANTARCTIC
MICROBIAL PRODUCTS: PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF
PIGMENTED BACTERIAL EXTRACTS, segundo as normas da ARCHIVES OF
MEDICAL RESEARCH.

2.  LEISHMANICIDAL ACTIVITY OF FUNGAL BIOPRODUCTS: A SYSTEMATIC
REVIEW, segundo as normas da FUNGAL BIOLOGY REVIEWS.
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5.1 PRODUTO 1

Leishmanicidal potential of antarctic microbial products: pharmacological evaluation of
pigmented bacterial extracts

Marcio Thomaz dos Santos Varjdo 3, Alysson Wagner Fernandes Duarte **, Luiz Henrique Rosa
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Background and Aims

The decline in pharmaceutical innovation has put healthcare systems at risk. Diseases such as
leishmaniasis continue to have unmet pharmacotherapeutic demands. In this context, the
bioprospecting of Antarctic microorganisms is part of a movement that seeks to mitigate the
deficit in drug innovation. Therefore, the present study aimed to evaluate the leishmanicidal
properties of bacterial extracts from Antarctica.

Methods

The bacterial isolates were grown in liquid medium to produce biomass. The intracellular
pigmented metabolites were extracted with methanol and subsequently the extractive solutions
were dried in a vacuum desiccator. The cytotoxicity of the extracts was evaluated in host cells
(macrophages of the J774.A1 lineage) through the MTT colorimetric assay. Leishmanicidal
activity was evaluated in L. chagasi and L. amazonensis promastigote cultures by direct counting
under an optical microscope.

Conclusion
The extracts demonstrated in vitro leishmanicidal activity against L. (L.) chagasi promastigote
forms, but failed to inhibit the growth of L. (L.) amazonensis promastigote forms.

Key Words
Bioprospecting; Extremophiles; Leishmaniasis; Antiparasitic Agents.
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Introduction

Despite the efforts of medicinal chemistry to find new entities with biological activity, there
has been a decline in pharmaceutical innovation in recent decades, with many diseases still
awaiting the emergence of more improved alternatives V). Medicines, particularly antibiotics,
are an essential medical resource for saving lives, however the options currently available
have gradually lost their effectiveness on human pathogens due to the development of
resistance @3, Because of this, infectious diseases such as leishmaniasis continue to be treated
with obsolete drugs, presenting many therapeutic failures . In addition, the spread of AIDS
epidemics in areas at risk of transmission of leishmaniasis has resulted in a high number of
cases of co-infected HIV-Leishmania. This overlapping of diseases has undermined
leishmaniasis elimination programs and therefore represents an emerging challenge in global
public health ©.

The maintenance of the double burden of morbidity and mortality from infectious and chronic
diseases has placed an alarming demand on health systems, indicating a global health crisis
7, The answer to this scenario must be, among other factors, the expansion of therapeutic
options @, In this sense, the remodeling or combinations of existing drugs have not
adequately responded to the growing need for innovation, therefore, the search for new
bioactive chemical entities is essential. In view of this, natural products continue to be the
starting points for the development of the main classes of drugs, including antibiotics and

chemotherapeutic agents ©.

The compounds produced by microorganisms, and in particular bacteria, represent the main
source of bioactive molecules. The development of high-throughput (omic) techniques has
greatly increased the understanding of the mechanisms of biosynthesis of microbial secondary
metabolites, triggering a revolution in the search for the discovery of potentially therapeutic

molecules, revitalizing the pharmaceutical industry's interest in natural products ¢,

A single bacterial strain can produce a variety of chemically diverse and structurally complex
compounds with different biological properties ‘12, however the rediscovery of already
known compounds hampers innovation, so several strategies seek to improve the likelihood of
identifying unpublished metabolites, among which is bioprospecting of microorganisms in

extreme and little explored environments such as Antarctica (314),
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Antarctica is home to several communities of microorganisms endowed with adaptive
mechanisms and characteristics that allow them to grow and overcome various environmental
challenges with low temperatures, low water availability, nutrient shortages, intense UV
radiation and hypersalinity. These factors exert an evolutionary pressure on the Antarctic
microorganisms, inducing a biochemical and metabolic diversity that allow them to
biosynthesize specialized organic molecules such as antifreeze proteins, heat shock proteins,
cold active enzymes, antioxidant enzymes in addition to several other metabolites such as

amino acids, peptides and polyketides with a remarkable range of biological activities
(15,16,17,18).

Antarctic microorganisms are also excellent pigment producers. Several bacterial isolates
recovered from different Antarctic niches such as soil, ice, lakes and marine sediments, are
often pigmented. Bacterial pigments play a photoprotective and antioxidant function, which is
important for the adaptation process to the Antarctic environment. In addition, these
molecules also have potential applications in medicine, which can act as antimicrobial,

antiparasitic and anticancer agents 12029,

In view of the, the present study was carried out with the objective of producing pigmented
extracts from the biomass of bacteria isolated from soil and lichen samples from the Antarctic
environment and evaluating their leishmanicidal properties against L. (L.) chagasi and L. (L.)

amazonensis promastigotes.

Materials and Methods

Obtaining Antarctic Bacteria

The bacteria used in this study were isolated from sediment and lichen samples collected in
the Antarctic continent on two expeditions to the south pole by the Brazilian Research Team
(OPERANTAR XXXIV and XXXVI, summers of 2015/2016 and 2017/2018, respectively).

In total, eight bacterial isolates were evaluated. The isolates of the AN group (14.AN.P1,
14.AN.P3, 4.AN.P4) were obtained from soil samples, as well as the isolates of the ANUV
group (1.ANUV.P4, 2. ANUV. P4). However, the bacteria in the latter group showed
resistance to ultraviolet light (30 minutes of exposure to UVC radiation, using the Osram
30W lamp). The isolates of the UVAB group (14.UVAB.11, 4 UVAB.12, 7.UVAB.14) were

obtained from lichens.
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Cultivation and production of biomass

The cultivation of bacterial isolates was based on the method described by Silva et al.®® with
modifications. First, the isolates were incubated on nutrient agar for 7 days at 20 °C. After
bacterial growth, 3 to 6 colonies with the same morphology were inoculated in 6 mL of saline
solution (0.85%) to form a standardized suspension in a spectrophotometer at 900-1000nm
and then transferred to Erlenmeyer containing 150 mL of nutrient broth for incubated with
shaking at 150 rpm for 7 days at 15 °C. After that period, the samples were transferred to
falcon tubes and subjected to centrifugation at 3.500 rpm for 10 minutes. The formed pellet
(which corresponds to bacterial biomass) was subjected to washing with sterile saline
solution. Finally, the biomasses were frozen in a freezer at -80 °C.

Extraction of bacterial intracellular pigments

All extraction steps were performed under minimal light conditions to avoid degradation of
the pigments. Initially 5 mL of methanol was added to the bacterial biomass. The solvent
samples were then shaken vigorously with the aid of a vortex and then kept for 30 minutes in
an ultrasonic cleaner for maceration and cell lysis. the samples were subjected to
centrifugation at 3.500 rpm for 10 minutes at 4 °C. Finally, the supernatants were collected
and transferred to new duly identified tubes. This process was repeated, gradually reducing
the volume of solvent, until the maximum depigmentation of the biomass. The extractive

solutions obtained were dried in a glass desiccator under vacuum protected from light.
Cytotoxicity assay in macrophages

Macrophages of the J774.A1 strain were grown in 96-well plates, at a concentration of 5 x 10*
cells /well and incubated overnight in an oven at 37 °C with a humid atmosphere containing
5% COz. Then, the wells were washed to remove non-adherent cells and subsequently filled
in triplicate with 200 pL of the tested substances diluted in RPMI medium in concentrations
of 100, 30, 10, 1, 3 and 0.3 pg/mL and reincubated by 48h. The control wells were cells
cultured only with supplemented culture medium or cells cultured in the presence of the
diluent of the substances (DMSO, Sigma). Cell viability was determined by an MTT
reduction assay ? by reading the absorbances in a spectrophotometer at 550 nm. The cell
viability of the macrophages treated with the substances was compared to the pattern of death

obtained in the control cultures.
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Leishmania promastigote viability assay

The promastigote forms of L. chagasi and L. amazonensis at late exponential phase of growth
were centrifuged and subsequently resuspended in Schneider medium supplemented with
10% FBS, 2 mM L-glutamine and 2% human urine, to obtain a concentration of 1x10°
parasites/ml. Then, 100uL aliquots of this suspension were distributed in a 96-well plate.
Subsequently, different concentrations of bacterial extracts (100, 30, 10, 1, 3 and 0.3 mg/mL)
and amphotericin b (100 to 0.001 uM) were added in triplicate, as well as the DMSO vehicle
control (0.2%) prepared in supplemented Schneider medium, to reach a final volume of
200uL per well. The plate was then incubated in a BOD oven at 27 °C for 48 hours. After this
period, the number of parasites was determined using a Neubauer chamber, under an optical
microscope. The inhibition caused by each extract was expressed as a percentage in relation to

cells grown only in the presence of the vehicle.
Statistical analysis

The statistical analysis of the data obtained in vitro assay were performed by means of
analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-hoc tests, using the GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA Statistical). Data were considered significant
when *p <0.05, **p <0.01 and ***p <0.001 in relation to the diluent of 0.1% DMSO extracts.

Results and Discussion

The cultivation in nutrient broth of all bacterial isolates obtained from the Antarctic
environment allowed the production of biomass rich in pigmented metabolites. The use of
methanol to extract intracellular metabolites provided complete depigmentation of bacterial
biomass. The use of a glass vacuum desiccator for drying extractive solutions allowed for a
safe process without the need to raise the temperature of the samples, preventing their
degradation. After drying, the extracts maintained the same colorimetric aspects of the

original bacterial colonies.

The extracts of the AN group obtained from bacteria isolated from sediment (14.AN.P1, 14.
AN.P3 and 4.AN.P4), showed pigments with greenish-yellow, yellow and red stains,
respectively. The two extracts of bacteria resistant to UV light that make up the ANUV group
(1.ANUV.P4 and 2. ANUV.P4) showed red color. The extracts of the isolates from the UVAB
group (14.UVAB.11, 4 UVAB.12 and 7.UVAB.14) obtained from lichens, showed pigments
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Orange, yellow and red, respectively. The origin and color of the pigmented extracts are
presented in table 1.

Table 1 — Bacteria isolated from the Antarctic environment

Group Microorganism code  Origin Pigment color
14. AN. P1 Deception island (Sediment)  Greenish-Yellow
AN 14. AN. P3 Deception island (Sediment)  Yellow
4. AN. P4 Deception island (Sediment) Red
1. ANUV. P4 Deception island (Sediment) Red
ANUV 2. ANUV. P4 Deception island (Sediment) Red
14. UVAB. 11 Lichen Orange
UVAB 4. UVAB. 12 Lichen Yellow
7. UVAB. 14 Lichen Red

AN: bacteria isolated from sediment. ANUV: UV light resistant bacteria isolated from sediment. UVAB:
bacteria isolated from lichens.

Obtaining pigmented compounds produced by Antarctic bacteria has been previously
described by some authors, among them Ordenes-Aenishanslins et al. reported that UV-
resistant bacteria isolated from soil samples from Antarctica identified as Hymenobacter sp.
and Chryseobacterium sp., are prolific producers of red and yellow pigments, respectively.
The pigments produced by these bacteria were extracted and classified as belonging to the
carotenoids family, specifically the xanthophylls ?®. In another study, Reis-Mansur et al.
pointed out the Microbacterium sp. isolate LEMMJO1 as a valuable source of carotenoids
(neurosporene, a-carotene, echinenone, canthaxanthin and astaxanthin). The authors further
demonstrated that these extracted pigments do not induce cytotoxic effects in mouse cells or

in human keratinocytes and fibroblasts 4.

The therapeutic potential of a chemical entity essentially involves the balance between its
ability to exert its intended effect and to generate harm. Therefore, drug prototype toxicity is a
major concern in pharmacology, since safety assessment is a prerequisite during the
development of new chemical entities to be introduced in the market. In this regard, an
important tool to assess the in vitro cytotoxicity of prototypes is the MTT test. This
colorimetric assay is based on the ability of the mitochondrial enzyme succinate

dehydrogenase from viable cells to reduce a tetrazolium salt to formazan which is then
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solubilized with dimethylsulfoxide (DMSO), allowing its colorimetric measurement. Thus,
the ability of cells to reduce MTT through mitochondrial activity can be interpreted as a

measure of cell viability after exposure to test compounds ),

In the present study, the MTT assay was used to evaluate the effect of bacterial extracts from
the AN, ANUV and UVAB group on the viability of macrophages of the J774.Al strain after
48h of treatment (Table 2). The control group was established as cells cultivated only in the
presence of the vehicle used to dilute the extracts (0.2% DMSO). Amphotericin B
deoxycholate (Sigma-Aldrich), a polyenic antibiotic, widely administered as a second-line
treatment in leishmaniasis, was chosen as the standard drug in this trial and showed a
maximum cytotoxicity of 93.76 £ 0.34% and an 1Csp of 23.96 + 1.32 uM. All eight tested
extracts showed an ICso greater than 100ug/ml, and did not show cytotoxic activity, when
compared to the 0.2% DMSO group.

Table 2 — Effect of bacterial extracts of lichens and sediment from Antarctica (100, 30, 10, 3,
1 and 0.3 pg/mL) and Amphotericin B (100 to 0.001 uM) on the viability of macrophages
J774.Al strain in the MTT assay.

Treatment ICs 2+ SEM Maximum cytotoxicity +SEM (%) °
14. AN. P1 > 100 pg/ml NC
14. AN. P3 > 100 pg/mL NC
4. AN. P4 > 100 pg/mL NC
1. ANUV.P4 > 100 pg/mL NC
2. ANUV.P4 > 100 pg/mL NC
14. UVAB.11 > 100 pg/mL NC
4. UVAB.12 > 100 pg/mL NC
7. UVAB.14 > 100 pg/mL NC
22.14 £ 1.2 pg/mL

Amphotericin B 93.76 £ 0.34™"

(23.96  1.32 pM™)

350% inhibitory concentration of J774.A1, calculated using concentration-response curves. °Mean + standard error
of the mean of the maximum effect on the viability of J774.A1, in triplicates of a representative experiment.
Maximum effect values were significant when *“p <0.001 compared to the 0.2% DMSO group. NC: non-cytotoxic
effect determined up to the maximum concentration tested, when compared to the 0.2% DMSO group.
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The bacterial extracts were then tested for biological activity against L. (L.) chagasi and L.
(L.) amazonensis species. Therefore, viability tests were carried out on promastigote forms
during 48h of treatment. As shown in Table 3, the pigmented extracts did not show
antiparasitic activity against the promastigote forms of L. (L.) amazonensis at any of the
concentrations tested. On the other hand, all extracts were able to inhibit L. (L.) chagasi
promastigotes in a statistically significant way, highlighting 14.AN.P1 (maximum effect of
89.08 + 0.84 and ICsp of 63.04 + 5.49 pg/mL), 2. ANUV.P4 (maximum effect of 73.28 £ 0.76
and ICsp 0f 91.19 + 3.69 pg/mL), 14.UVAB.11 (maximum effect of 87.79 + 0.76 and ICso of
52.65 £+ 2.91 pg/mL), 4.UVAB.12 (maximum effect of 100.0 = 0.00 and ICso of 36.83 + 2.61
pg/mL), and 7.UVAB.14 (maximum effect of 74.05 + 3.05 and ICsp of 78.10 + 4.42 pg/mL).
The standard drug amphotericin B, inhibited, at the maximum concentration tested, 100.00 +
0.00 % of the growth of Leishmania parasites of both species, presenting 1Csg of 0.32 + 0.02
uM and 0.13 £ 0.01 uM against L. (L.) chagasi and L. (L.) amazonensis, respectively.

Table 3 — Effect of bacterial extracts of lichens and sediment from Antarctica (100, 30, 10, 3,
1and 0.3 pg/ mL) and Amphotericin B (100 to 0,001 uM) on the viability of Leishmania
promastigote assay.

L. chagasi promastigote L. amazonensis promastigote
Extract ICso? + SEM Maximum (Eo/l;f)ectb +SEM ICso +SEM Maxi;n;'\r; (EO/Zf)ectb +
14.AN.P1 63.04 +5.49 pug/mL 89.08+0.84 ™ > 100 pg/mL NA
14.AN.P3 > 100 pg/mL 37.82+0.84" > 100 pg/mL NA
4.AN.P4 > 100 pg/mL 32.77+084" > 100 pg/mL NA
1.ANUV.P4 > 100 pg/mL ND > 100 pg/ml NA
2.ANUV.P4 91.19 + 3.69 pug/mL 73.28+0.76 ™ > 100 pg/mL NA
14.UVAB.11 52.65 + 2.91 pg/mL 87.79 +0.76 ™ > 100 pg/mL NA
4.UVAB.12 36.83 £ 2.61 pug/mL 100.0 £0.00 ™ > 100 pg/mL NA
7.UVAB.14 78.10 + 4.42 pg/mL 74.05 +3.05 " > 100 pg/mL NA

+ +
0,30 + 0.02 pg/mL 100 + 0.00 *** 0.12+ 0.01 pg/mL

(0.32 +0.02 uM) (0.13+001 ) 10000 + 0.00

Amphotericin B

350% inhibitory concentration of Leishmania promastigote, calculated using concentration-response curves. °Mean
* standard error of the mean of the maximum effect on the viability of Leishmania promastigote, in triplicates of
a representative experiment. Maximum effect values were significant when “p <0.05, “p <0.01 and "p <0.001
compared to the 0.2% DMSO group. NA: extract is not active, when compared to the DMSO group.
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Only two works are found in the literature about leishmanicidal activity of bacterial pigments.
The first report was from a study conducted by Leon et al., which demonstrated the
leishmanicidal activity of a purple pigment, extracted from Chromobacterium violaceum,
called violacein. This pigment had an 1Cso/24h value of 4.3 + 1.15 pmol/L against L. (L.)
amazonensis promastigotes ®). More recently, Numan et al., investigated the activity of a
yellow pigment extracted from the bacterium Arthrobacter gandavensis and observed through
an MTT assay that the treatment with 100pg/mL inhibited 43.91 £1.21% against L. (L.)
tropica promastigotes 7). Therefore, both studies, as well as the results observed in the
present work, corroborate the leishmanicidal biotechnological potential of bacterial pigmented
metabolites, which should be more explored. The present study is the first work to report the

leishmanicidal activity of Antarctic bacteria pigments.

The genus Leishmania encompasses parasites from different geographically and genetically
isolated populations that form a mosaic of phylogenetically distinct species, which reflects the
ability of this group to parasitize a wide range of vertebrate hosts and vectors, but also to
produce different clinical presentations %829, The parasites of the species L. (L.) chagasi, for
example, have strong tropism for organs such as the spleen, liver and bone marrow, thus
causing the visceral manifestation of leishmaniasis, while other species such as L. (L.)
amazonensis, are dermotropic, causing integumentary forms ©9. In addition to pathogenic
factors, the different species of the genus Leishmania also differ about drug susceptibility

profiles, as observed in the results of the present study.

The molecular and phenotypic heterogeneity present among natural populations of different
species and clinical isolates of Leishmania leads to the emergence of different drug resistance
profiles, even in the absence of previous exposure. This variability makes it difficult to screen
for new compounds with therapeutic potential. In view of this, it has been increasingly sought
to employ new high-throughput sequencing technologies that allow detailed comparative
analyzes at the inter and intra-species level of Leishmania in order to try to elucidate the
genetic factors that contribute to variation in drug resistance of these parasites ¢1:32),
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Conclusion

From the biomass of bacteria isolated from the Antarctic environment, it was possible to
obtain extracts with intracellular compounds rich in pigments. These extracts did not show
cytotoxic effect when tested on J774.A1 lineage macrophages in MTT assay. Furthermore, the
extracts demonstrated in vitro leishmanicidal activity against L. (L.) chagasi promastigote
forms, but failed to inhibit L. (L.) amazonensis promastigote forms. Given these results, it is
worth deepening the studies with pigmented bacterial extracts, evaluating their activity and
mechanism of action against amastigote forms in vitro and in an animal model of infection, as

well as on other species of Leishmania.
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Highlights

¢ Leishmania amazonensis was the most evaluated species (present in 49.6% of the studies).

e Bioproducts with leishmanicidal activity are mainly produced by Penicillium sp. and
Aspergillus sp.

e Most studies (89.8%) performed exclusively in vitro assay.

e Assays with promastigotes are present in 70.1% of in vitro studies.

o Ethyl acetate was the main solvent used to produce the extracts.

e 66.1% of the studies evaluated isolated compounds.

e BALB/c mice is the main animal model (83.8%).
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Abstract

The genome mining of biosynthetic genes from fungi demonstrates the enormous
pharmacological potential that is still little explored. These results have encouraged the
scientific community to invest in fungi as a source of innovative alternatives for the treatment
of neglected diseases, such as leishmaniasis. Therefore, this work aimed to identify, through a
systematic search in the databases of PubMed, Lilacs and Scielo, the existing evidence in the
literature regarding the efficacy of the leishmanicidal activity of fungal bioproducts that
represent new starting points for the advancement of pharmacotherapy of leishmaniasis.
During the search process, 59 articles met all the eligibility criteria and, therefore, were
included in this review. The studies demonstrate that different prospecting, cultivation,
biotechnological and synthetic modification strategies contribute to the discovery and
development of new therapeutic fungal compounds. 39 (66.1%) of the studies presented at
least one isolated compound with leishmanicidal activity, while 20 (33.9%) evaluated only
crude extracts or semipurified fractions. Terpenes, steroids and quinones were the most
prevalent chemical classes among the isolated compounds. The active compounds are mainly
produced by Penicillium and Aspergillus genera. A large majority (89.8%) of the selected
studies bee conducted in vitro. Only six studies performed in vivo assay. The species of
Leishmania amazonensis and Leishmania donovani were the most evaluated. The results
support the hypothesis of the pharmacological potential of fungal bioproducts in the treatment
of leishmaniasis.

Keywords: Natural product, pre-clinical trial, microbial metabolite, antiparasitic agents.
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1. Introduction

Fungi constitute a diverse group of organisms that can be found in almost all ecosystems on
Earth (PEAY; KENNEDY; TALBOT, 2016), including extreme environments such as
Antarctic soils (ROSA, 2019) or deep ocean sediments (GROSSART et al., 2019). These
organisms have crucial ecological roles in the regulation of the main processes of ecosystems,
directly influencing the maintenance and composition of fauna and flora communities (PEAY;
KENNEDY; TALBOT, 2016; VETROVSKY et al., 2019).

After insects, fungi are the second most diverse eukaryotic organisms on Earth
(RAGHUKUMAR, 2017). The scientific nomenclature of fungi is established by the
International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants (TURLAND et al., 2018).
Currently, about 120,000 species of fungi have already been described and it is estimated that
the fungal diversity is between 2.2 to 3.8 million (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017).

Fungi have been challenged by biotic and abiotic pressures over millions of years, causing
adaptations in various aspects of the cellular mechanism such as metabolism, catabolism,
enzymatic activity and gene expression, contributing to the enormous fungal biodiversity.
Reflecting this process is the development of a rich chemical ecology expressed in the wide
production of different metabolite profiles with potent physiological activities (BRAKHAGE,
2013; KELLER, 2019; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005; MAFART; COUVERT;
LEGUERINEL, 2001; SPITELLER, 2015).

Secondary fungal metabolites commonly belong to four main chemical classes: indole
alkaloids, non-ribosomal peptides, polyketides and terpenes (KELLER; TURNER;
BENNETT, 2005). These fungi-derived bioactive compounds have been the source of many
approved drugs, with various applications, such as hypolipidemic agent (lovastatin,
compactin), antibiotic (penicillin, cephalosporin), anti-inflammatory and immunosuppressant
(ascomycin, mycophenolic acid, cyclosporine A, gliotoxin) (HOEKSMA et al., 2019;
GONZALEZ-MEDINA, 2017; KUCK; BLOEMENDAL; TEICHERT, 2014). In addition,
studies have shown other biological activities of fungal products, such as antineoplastic
(CHEN, 2016; DESHMUKH; PRAKASH; RANJAN, 2018), antiviral (LINNAKOSKI et al.,
2018), antiparasitic (LENZI et al., 2018), among other properties (MASI et al., 2018;
OSMANOVA,; SCHULTZE; AYOUB, 2010; SINGH et al., 2017)
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Given the several examples of successful results and considering that only a small fraction of
the biodiversity of the Fungi Kingdom has been evaluated, the bioprospecting of fungal
products has been established as a valuable starting point for obtaining medicines in the most
diverse therapeutic applications (HOEKSMA et al., 2019). The promising pharmacological
potential of fungal metabolites has boosted the interest of the scientific community in the
search for new alternatives for the treatment of infectious diseases with great relevance in
public health, as is the case of leishmaniasis (NAGLE et al., 2014).

Leishmaniasis is a tropical disease whose etiologic agent is the flagellated protozoan of the
genus Leishmania. These parasites are transmitted by the bite of contaminated sandflies. This
disease has a zoonotic and anthroponotic character, having as main reservoirs (hosts) humans,
wild mammals and domestic dogs (AKHOUNDI et al., 2016; (SASIDHARAN;
SAUDAGAR, 2021). Leishmania is an obligate intracellular parasite that has two
evolutionary forms: the promastigote (flagellate) form present in the vector and the
amastigote (aflagellate) form present in the cells of the host's mononuclear phagocytic system
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

The increase in therapeutic failures, largely due to conditions such as resistance to
chemotherapy, side effects / toxicity and high cost of drugs, has been detrimental to the
eradication of leishmaniasis. In several regions, drugs of the first choice for the treatment of
leishmaniasis continue to be pentavalent antimonials. Other therapeutic options include
amphotericin B, pentamidine, miltefosine and paromomycin (DIDWANIA et al., 2017,
PONTE-SUCRE et al., 2017; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

In the light of these observations, this study aimed to identify, through a systematic search in
electronic databases, the existing evidence in the literature regarding the effectiveness of the
activity of fungal bioproducts that represent new potential alternatives for the treatment of

leishmaniasis.

2. Material and methods

The present study is a systematic review of the literature, in which database searches were
carried out in PubMed (National Library of Medicine / NLM), Lilacs (Latin American and
Caribbean Literature in Health Sciences) and Scielo (Scientific Library Online). The search

for the articles was carried out between the months of November and December 2019, using
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the following descriptors / free terms and Boolean connectors: (1) ("Fungi”[Mesh]) AND
"Leishmania”“[Mesh]; (2) Fungi AND Leishmania; (3) Fungi AND leishmanicidal; (4) Lichen
AND Leishmania e (5) Fungo AND Leishmania.

The inclusion criteria defined to compose the review sample were: original articles with
experimental design that tested the leishmanicidal potential of bioproducts (extracts / isolated
compounds) obtained from fungi (with at least one active bioproduct), and that are available
in full, published in any period and language. Articles that did not address the thematic focus
of this review or that did not follow all inclusion criteria were excluded.

The publications found during the search process were initially evaluated for the title and
reading of the abstract to verify the adequacy regarding the inclusion criteria. After selecting
articles from all databases, repeated articles were excluded. Finally, all articles were read in
full.

Electronic Database Search Terms Screening Included

("Fungi"[Mesh]) AND
"Leishmania"[Mesh]

PUBMED | —» | Fungi AND leishmanicidal '\
Lichen AND Leishmania

Removing repeated
articles; Reading the Full reading

titles and abstracts to of articles
LILACS g Fungi AND leishmania }—b e

check the adequacy and data
regarding the collection
Fungo AND Leishmania inclusion criteria.

SCIELO =

Fungi AND leishmania

Figure 1 - diagram of the study selection process for inclusion in the systematic review.

3. Results

In the process of obtaining the articles, PUBMED was the database that presented the largest
number of results found (Table 1), followed by LILACS and SCIELO respectively. In total
598 results were obtained. Among these, 520 articles were excluded because they did not
address the proposed theme. In addition, there was no exclusion due to incomplete data or

other criteria.

Initially 78 articles were selected by searching the databases. In addition to these, two new
articles were found performing the reading of the references of the included articles, thus

totaling 80 articles. After excluding the repeated studies, 59 studies remained. The articles
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were coded by the acronym SA-, from the initials of “Selected Articles”, followed by the
article number in descending order from the date of publication.

Table 1 - Number of articles found and selected in the systematic review using different

databases and descriptors.

Database Descriptors Results Selected
("Fungi”[Mesh]) AND "Leishmania“[Mesh] 366 47
PUBMED Fungi AND leishmanicidal 131 19
Lichen AND Leishmania 6 5
LILACS Fungi AND Leishmania 81
Fungo AND Leishmania 5 2
SCIELO Fungi AND Leishmania 9 3
Other sources - 2
Total: 598 80
Total articles selected after excluding duplicates: 59

The oldest publication found, dating the 1997 describes in vitro and in vivo studies carried out
by Fournet and collaborators [SA-59]. In the following decades, there was a variation in the
number of annual publications, with its highest peak in 2018 with 9 articles, as shown in

Figure 2.
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Figure 2 - Annual distribution of publications selected in the systematic review

Regarding the design of the selected studies (Figure 3), 53 (89.8 %) carried out exclusively in
vitro assays, while only 2 (3.4 %) carried out exclusively in vivo assays. Another 4 (6.8 %)
performed both analysis methodoloies (in vitro and in vivo).
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Figure 3 - Venn diagram grouping the studies by the type of assay in vivo and in vitro.

In Table 2 the 57 studies with in vitro tests are gathered. The information collected to

compose this table was: the species of fungi; fungal bioproducts (extract / isolated compound)
with leishmanicidal activity; the species of Leishmania and its evolutionary form
(promastigote / amastigote) and, finally, the reference of the article (name of the main author

and year of publication).

Table 2 - In vitro studies of leishmanicidal activity of fungal bioproducts selected in the

systematic review, summarized by year of publication.

Fungi
(specie and strain identifier)

Extract / Compound isolated

Leishmania species

(in vitro)

Reference

Trichoderma asperelloides LIBASP02

Ethanolic Extract
HMWF fraction
LMWEF fraction

L. amazonensis (promastigote)

LMWEF fraction

L. amazonensis (amastigote)

[SA-1]
LOPES et al.,
2020.

Acremonium fusidioides UFMGCB 13041
Penicillium allii-sativi UFMGCB 13048, UFMGCB
13045, UFMGCB 13053, UFMGCB 13054
Penicillium  chrysogenum  UFMGCB  13035;
UFMGCB 13036; UFMGCB 13039; UFMGCB
13042; UFMGCB 13043; UFMGCB 13046;
UFMGCB 13047; UFMGCB 13049; UFMGCB
13050; UFMGCB 13051, UFMGCB 13052;
UFMGCB 13038.

Penicillium palitans UFMGCB 13034; UFMGCB
13037; UFMGCB 13027, UFMGCB 13028;
UFMGCB 13029; UFMGCB 13030; UFMGCB
13031; UFMGCB 13032; UFMGCB  13033;
UFMGCB 13044; UFMGCB 13056; UFMGCB 13057
Pseudogymnoascus verrucosus UFMGCB 13055

Ethyl acetate extract

L. amazonensis (promastigote)

[SA-2]
OGAKI etal.,
2020.
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Penicillium  chrysogenum UFMGCB  12439;
UFMGCB 12447; UFMGCB 12444; UFMGCB
12445; UFMGCB 13066

[SA-3]
Penicillium palitans UFMGCB 12446 Dichloromethane extract L. amazonensis (promastigote) DE MENEZES
Penicillium sp. UFMGCB 12440; UFMGCB 13070; etal., 2020.
UFMGCB 13071; UFMGCB 13065, UFMGCB
12575; UFMGCB 13062; UFMGCB 13081
L. amazonensis (promastigote) [SA-4]
Phyllosticta capitalensis Tg06 Ethyl acetate extract . . GOLIAS et al.,
L. infantum (promastigote) 2019
. L. amazonensis (promastigote) [SA-5]
Paecilomyces sp. 7A22 Harzialactone A X X BRAUN etal.,
L. amazonensis (amastigote)
2019.
(1S,2R,3R,4R,5R)-2,3,4-trihydroxy-5-
methylcyclohexyl-2’,5'-dihydroxybenzoate . . [SA-6]
Geosmithia langdonii . L. donovani (promastigote) MALAK et al.,
(1S,2S,3S,4R,5R)- 4-[(2',5'-dihydroxybenzyl)oxy]-5- 2018
methylcyclohexane-1,2,3-triol
Bipolaris sp. C36 . . [SA-7]
. . Ethyl acetate extract L. amazonensis (promastigote) DE ALMEIDA
Bipolaris sp. AZ26
etal., 2018.
) ) [SA-8]
Agrocybe aegerita Fucogalactan FG-Aa L. amazonensis (amastigote) MOTOSHIMA
etal., 2018.
Ethanol Extract L. donovani (promastigote)
L. donovani (promastigote) [SA-9]
Grifola frondosa . . SULTANA, et
o . L. donovani (amastigote)
Semipurified fraction . ) al., 2018
L. major (promastigote)
L. tropica (promastigote)
Vermisporium-like CMIAT232
Emericella nidulans CMIAT233 . L. amazonensis (promastigote / [SA-10]

. Enzymatic extract . ALVESetal.,
Dichotomophtora  portulacae CBS 149.94 amastigote) 2018
Dichotomophtora boerhaaviae CMIAT 235

Aqueous fraction
80% ethanol fraction . X [SA-11]
Morchella importuna . . L. tropica (promastigote) PERETZ etal.,
Water-soluble polysaccharide fraction 2018
Polyphenolic fraction
10-acetyl trichoderonic acid A
. . . . . [SA-12]
Nectria pseudotrichia 6'-acetoxy-piliformic acid L. braziliensis (amastigote) COTAcetal.,
hydroheptelidic acid 2018.
Pseudogymnoascus destructans UFMGCB 10169;
UFMGCB 10453; UFMGCB 10312; UFMGCB
10185; UFMGCB 10268, UFMGCB 10286;
UFMGCB 10310; UFMGCB 10339; UFMGCB
10342; UFMGCB 10356; UFMGCB 10378; [SA-13]
UFMGCB 10441; UFMGCB 10454 Dichloromethane extract L. amazonensis (promastigote) GOMES et al.,
Mortierella sp. UFMGCB 10364 2018.
Mortierella sp. UFMGCB 10351
Mortierella sp. UFMGCB 10316
Penicillium chrysogenum UFMGCB 10240
Pseudogymanoascus sp. UFMGCB 10344
L. major (promastigote
. . J . ® g ) [SA-14]
Lichenized fungi Usnic acid L. tropica (promastigote) DERICl et al.,
2018.

L. infantum (promastigote)
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Ethyl acetate extract . . [SA-15]
Cochliobolus sp. o L. amazonensis (amastigote) CAMPOS et al.,
Anhydrocochlioquinone A
2017.
) i . [SA-16]
Diaporthe phaseolorum 92C 18-des-hydroxy Cytochalasin H L. amazonensis (promastigote) BRISSOW et
al., 2017.
Terrein
[SA-17]
Aspergillus terreus F7 Butyrolactone | L. amazonensis (promastigote) DA SILVA et
Butyrolactone V al., 2017.
Cunninghamella blakesleeana ATCC 8688A
+ 6p,17p-dihydroxy-7a,17a-dimethylestr-4-en-3-one [SA-18]
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 L. major (promastigote) SIDDIQUI et
al., 2017.
Macrophomina phaseolina KUCC 730 11B,17B-dihydroxy-7a,17a-dimethylestr-4-en-3-one
. L. amazonensis (promastigote)
Ergosterol peroxide . . SA-19
L. amazonensis (amastigote) [SA-19]
Trametes versicolor LELIEBRE-
o L. amazonensis (promastigote) LARAetal,
Trametenolic acid B . . 2016.
L. amazonensis (amastigote)
Integracides H ) ) [SA-20]
Fusarium sp. . L. donovani (promastigote) IBRAHIM et
Integracides J al., 2016a.
Integracides F ) ) [SA-21]
Fusarium sp. . L. donovani (promastigote) IBRAHIM et
Integracides G al., 2016b,
(22E,24R)-stigmasta-5,7,22-trien-3--ol
[SA-22]
Aspergillus terréus stigmast-4-ene-3-one L. donovani (promastigote) ELKHAYAT et
Terrenolide S al., 2016.
. . [SA-23]
. o L. amazonensis (promastigote) PARRA
Aspergillus sp. 114QD 2-hidroxifenilquinoline o .
L. braziliensis (promastigote) LIZARAZU et
al., 2016.
Curvularia sp. P1-F1
) Ethanol Extract
Phomopsis sp. P5-F1
[SA-24]
Ethanol extract L. amazonensis (promastigote) po
NASCIMENTO
Hexane phase etal., 2015.
Cochliobolus sativus P2-F3 . . .
Cochlioquinone A + isocochlioquinone
Anhydrocochlioquinone A
1,3-cis-1-Methoxy-1-(2,5-dihydroxyphenyl)-3- L. donovani [SA-25]
Mucor ramannianus ATCC 9628 . MIKELL etal.,
hydroxy-3-phenylpropane (unreported evolutionary form) 2015
L. donovani (promastigote) [SA-26]
Astraeus hygrometricus Astrakurkurone . . MALLICK et
L. donovani (amastigote) al,, 2015,
Fusarium sp. JQ905668.1
Fusarium sp. HM631978.1 . . [SA-27]
s Ethyl acetate extract L. amazonensis (amastigote) CAMPOS et al.
N. pseudotrichia JN995626.1 2015 '
Xylaria sp. JN995626.1
Lichenized fungi L L. infantum chagasi [SA-28]
Usnic acid DA LUZetal.,

Cladonia substellata

(promastigote)

2015.
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(6-S)-3-(1,3-dihydroxypropyl)-6-(2-

methylpropyl)piperazine-2,5-dione L i tigote) [SA-29]
Trichosporum sp. . donovani (promastigote METWALY et
(6-R)-3-(1,3-dihydroxypropyl)-6-(2- P 9 L oot
methylpropyl)piperazine-2,5-dione
Ethyl acetate extract (potato dextrose medium)
Ethyl acetate extract (tryptic soy medium)
4-[2",4'-dihydroxy-6'-(hydroxymethyl)
benzyl]benzene-1,2-diol
(+)-epiepoformin ) ) [SA-30]
Geosmithia langdonii . L. donovani (promastigote) MALAK et al.,
(4S,5S)-4,5-dihydroxy-2-methylcyclohex-2-enone 2014
2,5-dihydroxybenzaldehyde
3-hydroxybenzyl alcohol
2,5-dihydroxybenzy! alcohol
3-hydroxytoluene
Nandrolone
10B,16a,17p-trihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one
68,10B,17p-trihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one
Cunninghamella echinulate ATCC 9244 10B,17B-dihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one L. major (promastigote) o
+ Cunninghamella blakesleeana ATCC 9244 ’ 4 4 -y P 9 BATDZ%TF et
68,17p-dihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one al )
10p-hydroxy-19-nor-4-androsten-3,17-dione
16b,17b-Dihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one
L L. amazonensis (promastigote) [SA-32]
Aspergillus sp. Kojic acid (KA) . . RODRIGUES et
L. amazonensis (amastigote)
al., 2014.
[SA-33]
Edenia sp. FO755 Palmarumycin CP18 L. donovani (amastigote) ORTEGA, et
al., 2014.
Tricholoma giganteum AMFH- 510 80% ethanol fraction L. donovani (promastigote)
80% ethanol fraction L. donovani (promastigote)
Astraeus hygrometricus AMFH- 583
Water-soluble polysaccharide fraction L. donovani (amastigote)
[SA-34]
Water-soluble polysaccharide fraction ] ] MALLICK et
Russula laurocerasi AMFH- 602 . L. donovani (amastigote) al., 2014.
Polyphenolic extract
Russula albonigra AMFH- 598
Russula delica AMFH- 600 Water-soluble polysaccharide fraction L. donovani (amastigote)
Termitomyces eurhizus AMFH- 604
Ethanol extract
Drechslera rostrate DSM 62596 i
di-2-ethylhexyl phthalate
] ) [SA-35]
L. major (promastigote) AWAAD et al.,
Ethanol extract 2014.
Eurotium tonpholium ATCC 16440 i X
1,8-dihydroxy-3-methoxy-6-methyl-anthraquinone
L. braziliensis (promastigote)
Aphidicolin L. braziliensis (amastigote)
L. major (promastigote)
) _ [SA-36]
Nigrospora sphaerica L. braziliensis (promastigote) SANTOS etal.,
3-deoxy-aphidicolin 2014.

-

. major (promastigote)

-

3-oxoaphidicolin braziliensis (promastigote)
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. L L. braziliensis (promastigote)
3-oxime-aphidicolin . .
L. braziliensis (amastigote)
Citreorosein
[SA-37]
Penicillium herquei LaBioMi 019 Emodin L. braziliensis (promastigote) MARINHO et
Janthinone al., 2013.
Fusarium sp. TA50
[SA-38]
Fusarium sp. TA54 ) ) _
o P Ethyl acetate extract L. mexicana (promastigote) GAMBOA
Verticillium sp. TH28 ANGULO et al.,
2TA2 strain 2013.
Astraeus hygrometricus Astrakurkurone L. donovani (promastigote) [SA-39]
LAl etal., 2012.
Aqueous extract (crude) . .
L. chagasi (promastigote) [SA-40]
Agaricus blazei Aqueous extract (Fab4) . . VALADARES
L. chagasi (amastigote) etal. 2012a
Aqueous extract (Fab5) " g
Pseurotin A
14-norpseurotin A [SA-42]
Aspergillus sp. F1544 FD-838 L. donovani (amastigote) MARTINEZ-
LUIS etal.,
Pseurotin D 2012.
Fumoquinone B
Alternaria sp. UFMGCB 2301; UFMGCB 2508;
UFMGCB 2564; UFMGCB 2673
Cadophora luteo-olivacea UFMGCB 2569
Helgardia sp. UFMGCB 2630
Herpotrichia sp. UFMGCB 2682
Phaeosphaeria herpotrichoides UFMGCB 2272 . . [SA-43]

. Ethanol extract L. amazonensis (amastigote) SANTIAGO et
Phaeosphaeria sp. UFMGCB 2515; UFMGCB 2518; al.. 2012
UFMGCB 2528; UFMGCB 2560; UFMGCB 2649; '
UFMGCB 2650; UFMGCB 2667; UFMGCB 2669
Oculimacula sp. UFMGCB 2567
Antarctomyces psychrotrophicus UFMGCB 2666
Phaeosphaeria herpotrichoides UFMGCB 2672
Aspergillus sp. F1544A; F1544B; F1544C
Diaporthe sp. F1647C
Diaporthe sp. F1647D
Edenia sp. FO755A; FO755B; FO755C; FO755D;

F1644B; F1644C
Unidentified sp. strain F0194B

haerell F2140A; F2140B; F2140C any
Mycosphaerella sp. Y y ) . . i -

yeosp P Ethyl acetate extract L. donovani (amastigote) MARTINEZ
F2140D LUIS etal.,
Nectria sp. F14918; F1491C 2011.
Penicillium sp. F1534C
Phomopsis sp. F1566C; F1566D
Stenocarpella sp. FO275A; F0275B; F0275D
Xylaria sp. F1220D
Xylariaceae sp. F0307B
Cercosporin . . [SA-45]

Mycosphaerella sp. F2140 L. donovani (amastigote) MORENO et

Cercosporin acetylate

al., 2011.
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L. amazonensis (promastigote)
L. chagasi (promastigote)
L. major (promastigote) [SA-46]
Agaricus blazei Aqueous extract . . VALADARES
L. amazonensis (amastigote) etal., 2011,
L. chagasi (amastigote)
L. major (amastigote)
SA-4T
Panepoxydone . . S[OUZA]
Lentinus strigosus UFMGCB975 . L. amazonensis (amastigote) 3
Hypnophilin FAGUNDES et
al., 2010.
Arthrinium sp. UFMCB 509; UFMCB 513
Fusarium oxysporum UFMCB 529
Cochliobolus melinidis UFMCB 554 - - [SA-48]
Alternaria arborescens UFMCB 563 Ethyl acetate extract L. amazonensis (amastigote) ROSA et al.,
Penicillium citrinium UFMCB 579 2010.
Gibberella sp. UFMCB 648
Fungal endophyte UFMCB 914
Gymnopilus cf. areolatus UFMGCB36
Nothopanus hygrophanus CCB216
Lentinus cf. strigosus CCB162 Ethyl acetate extract (Mycelium) . . [SA-50]
o L. amazonensis (amastigote) ROSA et al.,
Irpex lacteus CCB196 Ethanol extract (Basidium) 2009
Pleurotus flabellatus CCB210
Basidiomycete (not identified) CCB369
Cochlioguinone A . . [SA-51]
Cochliobolus sp. UFMGCB-555 L L. amazonensis (amastigote) CAMPOS et al.,
Isocochlioquinone A 2009
Chaetoxanthone C1
) ) [SA-52]
Chaetomium sp. Chaetoxanthone C2 L. donovani (amastigote) PONTIUS et al.,
Chaetoxanthone C3 2008.
Preussomerin EG1
Palmarumycin CP2 [SA-53]
Edenia sp. Palmarumycin CP17 L. donovani (amastigote) '\’I'_ﬁTST'NEIZ'
etal.,
Palmarumycin CPis 2008.
CJ-12,371
Diaporthe phaseolorum VA14 [SA-54]
Phyllosticta sp. or Guignardia mangiferae VA16 Ethyl acetate extract L. tarentolae (promastigote) GUIMARAES
Phomopsis sp. VA35 etal., 2008.
Dichloromethane extract
Lichenized fungi Methanolic extract
Protousnea poeppigii Isodivaricatic acid
Isodivaricatic acid diacetate L. amazonensis (promastigote) [SA-55]
L. braziliensis (promastigote) SCHMEDA-
) ) HIRSCHMANN
Dichloromethane extract L. infantum (promastigote) etal., 2008

Lichenized fungi
Usnea florida

Methanolic extract
Divaricatinic acid

Usnic acid
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Hexanic extract
Acetone extract

[SA-56]
Pycnoporus sanguineus Fraction 1 L. panamensis (amastigote) CORREA et al.,
Fraction 2 2006.
Ergosterol 5,8-endoperoxide
. X X [SA-57]
Penicillium janthinellum LaBioMi-018 Citrinin L. mexicana (amastigote) MARINHO et
al., 2005.
GMPOLY L. amazonensis (amastigote)
Lichenized fungi SA-58]
Ramalina celastri 30911 i . NOLETO etal.
L. amazonensis (promastigote) 2002.
GMPOLYVO ) )
L. amazonensis (amastigote)
Lichenized fungi . )
9 (+) Usnic acid
Protousnea malacea
L. amazonensis (promastigote
ronen (p _g ) [5A56]
Erioderma leylandii 1"-Chloropannarine L. braziliensis (promastigote) FOURNET et
al.,1997.

Psoroma pallidum Nyl. Pannarine

-

donovani (promastigote)

The 6 studies with in vivo tests are presented in Table 3. In this table, information is compiled

such as: the fungal bioproducts tested and the microorganism of origin, the methodology

applied in the test, the main results presented and the publication reference.

Table 3 - In vivo studies of leishmanicidal activity of fungal bioproducts selected in the
systematic review, summarized by year of publication.

AL Animal Model Lelshmama Treatment Result Reference
Extract / Compound species
There was a decrease in the
. Daily treatment with topical number of parasites at the
Aspergillus sp. p . . 0 [SA-32]
Golden Hamsters L. amazonensis formulation for 4 weeks injury S|t_e by 92.1%. The RODRIGUES
- started after 5 weeks of formulation promoted the
Kojic acid (KA) : - ] etal., 2014.
infection. production of collagen
contributing to healing.
Drechslera rostrata
Ethanol extract
di-2-ethylhexyl phthalate Daily oral treatment of Treatment with extracts and
medications (twice a day) for . .
) ) ) ) 28 days (100 mg / kg of the isolated compgunds induced [SA-35]
Eurotium tonpholium BALB/c mice L. major . complete healing after 17 AWAAD etal.,
ethanolic extract or 50 mg /
and 13 days of treatment, 2014.

Ethanol extract

1,8-dihydroxy-3-
methoxy-6
-methyl-anthraquinone

kg of the isolated
compounds).

respectively.
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Agaricus blazei

Daily oral treatment with
Fab5 fraction or aqueous
crude extract (20 and 100 mg
/ kg / day, respectively), 5

Animals treated by the two
treatment regimens had a
significant reduction in

days before infection, and - . [SA-40]
BALB/c mice L. chagasi maintained for another 20 parasitic burden on the liver, VALADARES
Aqueous extract (crude) d . - spleen and lymph nodes. The
ays post-infection X . etal., 2012a.
Aqueous extract (Fab5) (chemoprophylactic regime) treated mice had higher
levels of IFN-y and lower
or between days 0-20 levels of I1L-4 and IL-10
infection (therapeutic '
regimen).
Mice treated presented at
60% reduction in the
inflammation of infected
footpads, 60 and 66%
reductions in parasitic loads
on the footpad and drainage
Agaricus blazei Daily oral administration of lymph nodes, respectively. [SA-41]
BALB/c mice L. amazonensis 100 mg / kg bw per day for These treated animals VALADARES
Aqueous extract (crude) 20 days. produced significantly higher etal., 2012b.
levels of IFN-y, NO, higher
levels of parasite-specific
1gG2a isotype antibodies,
and lower levels of I1L-4, and
IL-10 in the spleen and
lymph node cell cultures.
Supplementation with Sophy
B-glucan increased NK
o The mice continuously activity and IFN-y levels in
Aureobasidium pullulans BALB/c and received water supplemented  infected C57BL / 6 mice. In [SA-49]
CS?BLICGamice L. amazonensis  with 5% p-glucan Sophy addition, the treated C57BL/  YATAWARA
Sophy B-glucana together with conventional 6 showed lower swelling of etal., 2009.
feed ad libitum. the infected footpad
compared to the untreated
group.
Protousnea malacea Subcutaneous (intralesional [SA-59]
BALB/c mice L. amazonensis injections: 25 mg/ kg bw) or  The treatments had no effect. FOURNET et
oral (25 mg / kg bw). al.,1997.

(+) Usnic acid

In the 59 studies selected in this systematic review 8 species of Leishmania were evaluated

(Figure 4). Three species were prevalent: L. amazonensis in 28 studies (47.4%), L. donovani
in 18 (30.5%) and L. major being evaluated in 7 studies (11.8%).
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Figure 4 - Number of studies selected in the systematic review in relation to the Leishmania

species studied.
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Among the 57 studies with in vitro tests selected in this systematic review (Table 2) 28
evaluated the susceptibility of amastigotes of Leishmania spp. to fungal bioproducts
(supplementary material 4). 12 studies obtained amastigote forms by performing axenic
cultures, 13 studies used murine macrophage culture and 3 other studies used human

monocytic cell lines (Figure 5).
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Figure 5 - Number of studies selected in the systematic review in relation to the test method
for in vitro evaluation of the susceptibility to amastigote forms.

Among the selected studies 14 genera belong to the phylum Basidiomycota (20.6%); only 3 to
traditional Zygomycota (4.5%) and in greater prevalence are Ascomycota with 50 different
genera (74,6%). The bioproducts with leishmanicidal activity were mainly produced by
Penicillium sp. (11.9%), Aspergillus sp. (10.2%) and Fusarium sp. (8.5%). Altogether, 68

different genera of fungi were identified in the analyzed articles (supplementary material 6).

8
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51 Genus -
2
0
[ Basidiomycota [] Traditional Zygomycota Penicillium sp. Aspergillus sp.  Fusarium sp.
B Ascomycota Genera

Phyla

Figure 6 - Main genera and phyla of fungi that produce bioproducts with leishmanicidal
activity.
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Moreover, 39 (66.1%) of the studies presented at least one isolated compound with
leishmanicidal activity, while 20 (33.9%) evaluated only crude extracts or semipurified
fractions (Figure 7). Altogether, 84 different isolated compounds were reported. The most
prevalent chemical classes were terpenes with 14 compounds (16.67%), steroids with 10
compounds (11.91%), quinones with 9 compounds (10.71%), and depsides with 5 compounds

(5.95%) (supplementary material 7)

A

Terpenes

Extract Compound

isolated
Steroids

Others

Quinones

Depsides

Figure 7 — Proportion of studies with at least one isolated compound and studies with only
crude extracts or semi-purified fractions (A). Main chemical classes of isolated fungal
compounds with leishmanicidal activity (B).

4. Discussion
4.1 Prospecting for bioactive fungal compounds

The classic methodology for prospecting fungal metabolites is based mainly on the
identification and cultivation of isolates in the laboratory, followed by solvent extraction and
solvent-solvent partition to produce fractions with different polarities. In the end, the
characterization and isolation of the metabolites of the crude extracts or their fractions,
commonly involve the use of chromatographic methods to obtain pure products (BUCAR,;
WUBE; SCHMID, 2013; CHAVEZ et al., 2015; LI; LOU, 2018).

Among the studies included in this review, 38 (70.4%) of them present at least one isolated
compound with leishmanicidal activity, while 16 (29.6%) of the studies evaluated only crude
extracts or semipurified fractions. Regarding the production of the extracts, the main solvents
used were ethyl acetate, acetone, water, dichloromethane, ethanol, hexane and methanol

(supplementary material 3).
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Despite the recurring rediscovery of already known compounds, fungi continue to play a
central role in contemporary pharmacology. Microbial genome mining has demonstrated the
existence of several clusters of silent biosynthetic genes that represent a huge field of
exploration for new metabolites with potential therapeutic activities. These discoveries have
again attracted the scientific community and the pharmaceutical industry to invest in
prospecting for bioactive fungal compounds (BALTZ, 2019; KELLER, 2019; PYE et al.,
2017). Among the articles analyzed in this review, it was observed that in the search for
fungal metabolites, the researchers sought to establish some prospecting strategies to enhance

the discovery of therapeutic compounds.
4.1.1 Prospecting strategies — Endophytic and symbiont organisms

Endophytes are a taxonomic and ecologically heterogeneous group of microbial communities,
including bacteria, archaea, protists and mainly fungi, which at some point in their lives
colonize plant tissues, in mandatory or facultative associations, without causing damage to
them (HARDOIM et al., 2015; OMOMOWO; BABALOLA, 2019). The close relationship
that endophytic fungi establish with the host plants, allow them to produce new organic
molecules, including terpenoids, peptides, carbohydrates, aromatics, hydrocarbons and other
biologically active compounds with applications in medicine, agriculture and industrial
facilities (DESHMUKH et al., 2018; STROBEL, 2018; TEIXEIRA et al., 2019).

Golias et al. (2019) [SA-4] reported that crude extracts of the endophytic fungus Phyllosticta
capitalensis (Desr.) Cogn. (Melastomataceae) isolated from healthy leaves of Tibouchina
granulosa had activity against L. amazonensi and L. infantum. The study of De Almeida et al.
(2018) [SA-T7] investigated the chemical composition of crude extracts from strains of
endophytic fungi of the genus Bipolaris isolated from two species of aquatic macrophytes:
Eichhornia azurea (Kunth) and Eichhornia crassipes (Mart.). In biological screening, crude
extracts exhibited activity against L. amazonensis promastigotes with 1Cso values ranging
from 70-84,2 ng.mL"". Alves et al. (2018) [SA-10] described the production of lipases and
biological activity against the parasite L. amazonensis from endophytic fungi:
Dichotomophtora portulaceae, Dichotomophtora boerhaaviae, Emericella nidullans and

Vermisporium-like, obtained from fresh seeds of Jatropha curcas L.

Two studies selected in this review evaluated the leishmanicidal activity of endophytic fungi
isolated from the native Brazilian tree: Caesalpinia echinata Lam. (Fabaceae), Brazilwood. In
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the first study, Campos et al. (2015) [SA-27] isolated 82 fungi from stems and barks of
Brazilwood. The crude extract of ethyl acetate from three isolates (Fusarium sp., Nectria
pseudotrichia and Xylaria sp.) It was able to inhibit L. amazonensis. On the other hand, Cota
et al. (2018) [SA-12] demonstrated the inhibitory activity against L. braziliensis of three
compounds isolated from the fungus N. pseudotrichia: 10-acetyl trichoderonic acid A, 6'-
acetoxy-piliformic acid, hydroheptelidic acid.

Campos et al. (2017) [SA-15] verified the activity against L. amazonensis of
anhydrococlioguinone A (ANDC-A) obtained from the fungus Cochliobolus sp. isolated from
the plant Piptadenia adiantoides JF Macbr (Fabaceae). Previously, two other compounds of
the fungus Cochliobolus sp. (cochlioquinone A and isocochlioquinone A) had also shown
activity against L. amazonensis (CAMPOS et al., 2009) [SA-51]. In the study by Brissow et
al. (2017) [SA-16], the chemical investigation of the ethyl acetate extract of the endophytic
fungus Diaporthe phaseolorum-92C isolated from the roots of Combretum lanceolatum led to
the isolation of the 18-des-hydroxy cytochalasin H active against promastigotes of L.

amazonensis.

Four studies from this review evaluated the leishmanicidal potential of secondary metabolites
of the endophytic fungus Aspergillus spp. In the study by Da Silva et al. (2017) [SA-17] the
compounds terrein, butyrolactone I and butyrolactone V, isolated from the crude extract of
Aspergillus terreus-F7 obtained from Hyptis suaveolens (L.) Poit., showed activity against L.
amazonensis. In the study by Elkhayat et al. (2016) [SA-22] compounds (22E, 24R)-
stigmasta-5,7,22-trien-3-B-ol, stigmast-4-ene-3-one and terrenolide S, isolated from the
obtained Aspergillus terreus from Carthamus lanatus (Asteraceae) roots, exhibited activity
against L. donovani.

In the research carried out by Martinez-Luis et al. (2011) [R-44], 25 fungi were isolated from
the leaves of nineteen plants collected in the protected areas of Panama. Eleven isolates —
including Aspergillus sp. — presented good antiparasitic potential, showing moderate or
marked activity against L. donovani with inhibitions of 65.3 - 98.5%.

In another study, five compounds isolated from Aspergillus sp. obtained from a mature leaf of
Guapira standleyana (Nyctaginaceae), which showed good activity (ICso: 0.5 - 5.8uM)
against L. donovani (MARTINEZ-LUIS et al., 2012) [SA-42]. Formerly Martinez-Luis et al.
(2008) [SA-53] had verified — in a similar study carried out in 2012 — the leishmanicidal
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activity of five compounds of the fungus Edenia sp. isolated from Guapira standleyana
against L. donovani.

A survey of tetracyclic triterpenoids isolated from the endophytic fungus Fusarium sp.
obtained from the roots of Mentha longifolia L. (Labiatae) from Saudi Arabia, observed a
significant leishmanicidal activity of these compounds in relation to L. donovani (IBRAHIM
et al., 2016a, 2016b) [SA-20], [SA-21]. Do Nascimento et al. (2015) [SA-24] verified the
leishmanicidal activity against L. amazonensis of endophytic fungi identified as Curvularia
spp., Phomopsis spp. and Cochliobolus sativus isolated from leaves of the medicinal plant

Vernonia polyanthes.

Marinho et al. (2013) [SA-37] reported the isolation of six polyketides of Penicillium herquei
isolated from Melia azedarach. The compounds citreorosein, emodin and janthinone showed
activity against the promastigote forms of L. braziliensis. Chemical investigation of the
endophytic fungus Mycosphaerella sp. associated with the foliage of the Psychotria
horizontalis (Rubiaceae) plant in Panama, resulted in the isolation of cercosporin and a new
analog of cercosporin both with activity against L. donovani (MORENO et al., 2011) [SA-45].

Rosa et al. (2010) [SA-48] isolated 121 endophytic fungi recovered from leaves of the
bioactive Brazilian plant species: Ageratum myriadenia, Palicourea tetraphylla, Piptadenia
adiantoides and Trixis vauthieri. Among all the isolates, the fungi Alternaria sp., Arthrinium
sp., Cochliobolus sp., Colletotrichum sp., Penicillium sp., Fusarium sp. and Gibberella sp.
had activity against L. amazonensis. Previously, Rosa et al. (2009) [SA-50] had already
demonstrated that extracts from Gymnopilus cf. areolatus Murr., Nothopanus hygrophanus,
L. cf. strigosus, Irpex lacteus, Pleurotus flabellatus and an unidentified basidiomycete, also

have activity against L. amazonensis.

In the study by Guimaraes et al. (2008) [SA-54] 39 endophytic fungi of Viguiera arenaria
and Tithonia diversifolia were isolated, both collected in Brazil. The fungi Diaporthe
phaseolorum, Phyllosticta sp. (or Guignardia mangiferae) and Phomopsis sp. isolates of
Viguiera arenaria showed activity against L. tarentolae. In Schmeda-Hirschmann et al.
(2008) [SA-55] extracts of the Andean lichens Protousnea poeppigii and Usnea florida
isolated from Nothofagus (Fagaceae) trees showed activity in L. amazonensis, L. brasiliensis
and L. infantum promastigotes. In the investigation conducted by Fournet et al. (1997) [R-59]

three secondary metabolites isolated from Chilean lichens (usnic acid, pannarine and 1'-
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chloropannarine) inhibited the promastigote forms of L. amazonensis, L. braziliensis and L.

donovani.
4.1.2 Prospecting strategies — Extremophilic Organisms

Extremophiles are microorganisms that thrive ideally in habitats whose physico-chemical
conditions are challenging and harmful to most other beings. These organisms have
adaptations that allow them to operate metabolically and biochemically under harsh
environmental circumstances with extreme levels of pH, temperatures, hydrostatic pressure,
radiation, osmotic stress and nutritional scarcity (COKER, 2019; MERINO et al., 2019;
ZHANG et al., 2018). The investigation of fungi obtained from under-explored environments,
such as glaciers, arid regions, hot springs, volcanic areas and deep ocean sediments, are
considered good sources of bioactive compounds with biotechnological potential and of
clinical importance (ARIFEEN et al., 2020; COKER, 2016; ZHANG et al., 2018).

Ogaki et al. (2020) [SA-2] Accessed cultivable fungi present in Antarctic marine sediments.
The biological analysis of ethyl acetate extracts from the fungi Acremonium fusidioides,
Penicillium allii-sativi, Penicillium chrysogenum, Penicillium palitans, Penicillium solitum
and Pseudogymnoascus verrucosus demonstrate the leishmanicidal activity of these products
against promastigotic forms of L. amazonensis. De Menezes et al. (2020) [SA-3] reported
leishmanicidal activity against L. amazonensis from crude extracts of Penicillium spp.,

P. chrysogenum and P. palitan isolated from fragments of Antarctic glacial ice.

In a bioprospecting study of antiparasitic metabolites and herbicides, Gomes et al. (2018)
[SA-13] used molecular biology techniques to identify 218 fungi present in soil samples
collected on four Antarctic islands. The fungi Pseudogymnoascus destructans, Mortierella
parvispora and Penicillium chrysogenum were active against L. amazonensis. In Santiago et
al. (2012) [SA-43] A total of 564 endophytic fungi were recovered from Deschampsia
antarctica and Colobanthus quitensis plants in Antarctica. Of these, 12 species showed anti-
Leishmania activity, highlighting the fungus Phaeosphaeria herpotrichoides which exhibited
leishmanicidal activity against L. amazonensis with an 1Cso of 0,2 ug mL !, equivalent to

inhibition by amphotericin B.
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4.1.3 Prospecting strategies — Chemical modifications

The drug discovery and development process started with the study of natural products,
however, the re-isolation of already known compounds has been causing a deficit in
pharmacotherapeutic innovation. Faced with this challenge, several technological instruments
of analysis and computational molecular design have been used in medicinal chemistry for the
structural elucidation of natural products allowing the rational planning of drugs based on
these products (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016; BUTLER, 2004; LI; LOU, 2018;
THOMFORD et al., 2018).

Small changes in the structure of a natural product allow the improvement of some
characteristics such as solubility, stability and selectivity of the molecule, in addition to being
able to add new biological activities and, thus, obtain new candidates for innovative semi-
synthetic drug prototypes. Thus, aggregating the knowledge of synthetic organic chemistry
and the pharmacology of natural products has been one of the main ways to accelerate the
discovery of new drugs (DECORTE, 2016; GUO, 2017; YAO et al., 2017).

In an assay with L. donovani carried out by Moreno et al. (2011) [SA-45], the cercosporin
compound isolated from Mycosphaerella sp. presented an 1Cso of 0,46 £+ 0,05 uM, while its
analog, obtained by the acetylation process, presented an 1Csp of 0,64 + 0,05 uM. In Noleto et
al. (2002) [SA-58] a galactomannan (GMPOLY) isolated from the lichen Ramalina celastri
underwent a complex reaction with vanadyl ions (IV; VO) forming the GMPOLY-VO
complex. Both GMPOLY and GMPOLY-VO exhibited leishmanicidal effects in the
amastigote form of L. amazonesis, however only GMPOLY-VO inhibited the growth of the
promastigote form.

In the study by Santos et al. (2014) [SA-36] a series of aphidicolin derivatives (a secondary
metabolite of the endophytic fungus Nigrospora sphaerica) as well as the oxime analog have
been synthesized. Eight compounds were synthesized and tested against L. braziliensis. The
evaluation showed a high leishmanicidal activity of aphidicolin while the derivative 3-oxime-
aphidicolin presents moderate selectivity (ICso: 2.7 M + 0.33) against the species L.

braziliensis.
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4.1.4 Prospecting strategies — Biotransformation

The microbial biotransformation strategy is an alternative approach to the production of new
bioactive chemical derivatives through a reaction or a set of multi-enzymatic reactions in
which a precursor molecule (natural or synthetic) is converted into a desired target product.
The goal of biotransformation is to change the structure of a molecule by modifying some of
its characteristics such as solubility, toxicity and effectiveness (BRENNA et al., 2011; CAO
etal., 2015; SHAH et al., 2014).

Fungi are notably useful as a resource for biotransformation, due to their potent biocatalytic
system that involves a variety of reactions such as dehydrogenation, demethylation,
esterification, glycosylation, hydrogenation, hydrolysis, hydroxylation, isomerization,
methylation, oxidation and reduction. The production of analogous compounds resulting from
fungal biotransformation processes has been extensively explored in the field of
biotechnology, especially in the pharmaceutical area (CAO et al., 2015; LI; LOU, 2018; LI et
al., 2020; NASCIMENTO et al., 2019; SHAH et al., 2014; SURESH; ABRAHAM, 2020).

In Siddiqui et al. (2017) [SA-18] two metabolites obtained from the biotransformation of
mibolerone (a potent synthetic anabolic androgenic steroid) with Cunninghamella
blakesleeana, C. echinulata and Macrophomina phaseolina, showed activity against L. major.
In another similar study, Baydoun et al. (2014) [SA-31] evaluated the leishmanicidal activity
of the steroid nandrolone and its derivatives synthesized by biotransformation with
Cunninghamella echinulata and Cunninghamella blakesleeana. Nandrolone and derivative
16b,17b-Dihydroxy-19-nor-4-androsten-3-one were found to have significant activity against

L. major.

In the 2016 study, Parra Lizarazu et al. [SA-23] sought to elucidate the biological activity of
2-hydroxyphenylquinoline obtained in the biotransformation process of 2-phenylquinoline by
Aspergillus spp. Both 2-phenylquinoline and its hydroxylated form showed activity against L.
amazonensis and L. braziliensis. In Mikell et al. (2015) [SA-25] The microbial transformation
of 6-Hydroxyflavone by the fungus Mucor ramannianus resulted in the formation of 5
metabolites, among them the metabolite 1,3-cis-1-Methoxy-1-(2,5-dihydroxyphenyl)-3-

hydroxy-3-phenylpropane that showed activity against L. donovani.
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4.1.5 Prospecting strategies — Different cultivation conditions

The variation of fungus cultivation parameters, such as changes in the environment, aeration,
salinity, pH and temperature, has an effect not only on fungal growth, but also on its
metabolic profile, thus optimizing the production and discovery of new secondary metabolites
during a screening of clinically important biomolecules. The diversification of microbial
cultivation conditions leads to the activation of gene clusters that remain silenced under
standard laboratory conditions, providing different biosynthetic pathways for the expression
of novel compounds with therapeutic potential (BRAKHAGE, 2013; PAN et al., 2019; REEN
etal., 2015; ROMANO et al., 2018; VANDERMOLEN et al., 2013).

Malak et al. (2014) [SA-30] evaluated leishmanicidal activities of Geosmithia langdonii ethyl
acetate extracts, obtained through different growth media: potato dextrose broth, tryptic soy
broth and malt extract broth. The extract obtained from cultures grown on potato dextrose
showed the highest activity against Leishmania donovani, while the extract obtained using the
tryptic soy medium showed lower activity and the extract obtained from the malt medium was
not active. The potato dextrose medium was chosen for the large-scale cultivation of G.

langdonii, which led to the production of five active metabolites.

In order to verify possible changes in the bioactivity profile of fungi Aspergillus sp. and
Mycosphaerella sp., Martinez-Luis et al. (2012) [SA-42] and Moreno et al. (2011) [SA-45],
respectively, proceeded to cultivate these microorganisms using four culture media: malt
extract, potato dextrose, Czapek Dox and V8. In these two studies, all the growth media tested

led to the production of active compounds against L. donovani.
4.2 Investigation of leishmanicidal activity of bioproducts.

The process of identifying leishmanicidal compounds requires different laboratory methods
that traditionally involve screening for potentially active molecules in in vitro parasite growth
or multiplication assays using different stages of the parasite's life cycle (ALCANTARA et
al., 2018; WOODS; WILLIAMS, 2007; SERENO et al., 2007).

The initial screening, in general, is directed to promastigote forms, which have the advantage
of less complexity in maintaining the culture and lower cost. The next step is to investigate
the action of the treatment on the intracellular amastigote form obtained in a culture of murine

macrophages (peritoneal exudate, bone marrow derivatives, J744.Al lines) in addition to
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other cell lines such as macrophages derived from human blood monocytes and macrophages
transformed into monocytes (THP-1, U937 and HL-60) (ALCANTARA et al., 2018;
HENDRICKX et al., 2019).

The evolutionary stage of amastigote is responsible for all clinical manifestations in the host.
This stage differs from promastigotes not only in their morphology, but also in relation to
their biochemical profile. For the amastigote to be susceptible to a compound it is necessary
that it can cross the membranes of the host cell and remain stable under low pH, in addition
the activation of the compound may depend on its metabolism by the macrophage. In this
way, assays with amastigote culture can mimic the pathophysiological picture of
leishmaniasis, which affords more reliable results (DE MUYLDER et al., 2011; GUPTA;
GOYAL; RASTOGI, 2001).

The intracellular amastigote model, despite covering many aspects of the development of the
parasite in its clinically relevant form, presents some difficulties such as the limited supply of
parasites and the frequent contamination due to more complex manipulation compared to the
cultivation of cell-free parasites (GUPTA; GOYAL; RASTOGI, 2001; VERMEERSCH et al.,
2009). Therefore, the development of axenic cultures (cell-free) by means of different
techniques of promastigotes in forms similar to amastigotes, simulating phagolysosomal
conditions (raising the incubation temperature and reducing the pH of the culture medium)
has been presented as an intermediate option between screening with promastigotes and
intracellular amastigotes (ALCOLEA et al., 2010; ZILBERSTEIN, 2020).

During the preclinical stage of a drug's development process, it is essential that the results of
in vitro tests be revalidated in an animal model. The main objective of in vivo models is to
determine the activity of a compound concerning its pharmacokinetic and pharmacodynamic
profile (CROFT; BRUN, 2003; MEARS et al., 2015). Many in vivo experimental models
targeting leishmaniasis have been developed. The experiments of infection by Leishmania
spp. commonly use mice of pure lineage and specific-pathogen-free (SPF), in acute and
chronic models, without cure and with self-healing, however, other animal models, such as
hamster and rat species are also reported (CROFT; BRUN, 2003; MEARS et al., 2015).



99

5. Conclusion

The results found in the literature consulted for the preparation of this systematic review
support the hypothesis of the pharmacological potential of fungal bioproducts in the treatment
of leishmaniasis. The evidence presented corroborates the need for the scientific community
and the pharmaceutical industry to engage in the strengthening of bioprospecting programs
for natural products.

The investigation of endophytic and symbiont fungi or those selected from underexplored
environments, especially in extreme conditions or obtained through different cultivation
conditions, favors the discovery of new biologically active products. Furthermore, strategies
such as chemical modifications and biotransformation also contribute to the development of

innovative molecules.

This review provided an overview of current efforts in the search for alternatives to the
pharmacotherapy of leishmaniasis, exploring fungal biodiversity. From this perspective, it
was observed that scientific and technological development in this segment is very incipient.
Most studies are still focused on in vitro assays and with non-isolated compounds. There was
also a lack of studies that were sufficiently advanced to be able to advance to clinical trials.
This gap is largely due to the low level of public and private investment in research aimed at
combating neglected diseases. Taken together, the evidence reported by the publications
gathered in this review, indicates in the prospecting of fungal bioproducts a promising path in

the fight against leishmaniasis.
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blakesleeana and evaluation of leishmaniacidal
activity of transformed products.

[SA-32] RODRIGUES et al., 2014.

A novel function for kojic acid, a secondary
metabolite from Aspergillus fungi, as
antileishmanial agent.

[SA-33] ORTEGA, et al., 2014.

Anti-L. donovani Activity in
Macrophage/Amastigote Model of Palmarumycin
CP18 and its Large Scale Production.

[SA-34] MALLICK et al., 2014.

Selective inhibition of Leishmania donovani by
active extracts of wild mushrooms used by the
tribal population of India: an in vitro exploration
for new leads against parasitic protozoans.

[SA-35] AWAAD et al., 2014.

Anti-leishmanial Activities of Extracts and
Isolated Compounds from Drechslera rostrata
and Eurotium tonpholium.

[SA-36] SANTOS et al., 2014.

The semisynthetic landscape of aphidicolin:
inspiration towards leishmanicidal compounds.

[SA-37] MARINHO et al., 2013.

Active polyketides isolated from Penicillium
herquei.

[SA-38] GAMBOA-ANGULO et al.,
2013.

Antimycobacterial and antileishmanial effects of
microfungi isolated from tropical regions in
México.
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[SA-39] LAl et al., 2012.

Leishmanicidal and anticandidal activity of
constituents of Indian edible mushroom Astraeus
hygrometricus.

[SA-40] VALADARES et al., 2012a.

Prophylactic or therapeutic administration of
Agaricus blazei Murill is effective in treatment of
murine visceral leishmaniasis.

[SA-41] VALADARES et al., 2012b.

Therapeutic efficacy induced by the oral
administration of Agaricus blazei Murill against
Leishmania amazonensis.

[SA-42] MARTINEZ-LUIS et al.,
2012.

Antiparasitic and anticancer constituents of the
endophytic fungus Aspergillus sp. strain F1544.

[SA-43] SANTIAGO et al., 2012.

Leishmanicidal and antitumoral activities of
endophytic fungi associated with the Antarctic
angiosperms Deschampsia antarctica Desv. and
Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.

[SA-44] MARTINEZ-LUIS et al.,
2011.

Screening and evaluation of antiparasitic and in
vitro anticancer activities of Panamanian
endophytic fungi.

[SA-45] MORENO et al., 2011.

Chemical constituents of the new endophytic
fungus Mycosphaerella sp. nov. and their anti-
parasitic activity.

[SA-46] VALADARES et al., 2011.

Leishmanicidal activity of the Agaricus blazei
Murill in different Leishmania species.

[SA-47] SOUZA-FAGUNDES et al.,
2010.

In vitro activity of hypnophilin from Lentinus
strigosus: a potential prototype for Chagas disease
and leishmaniasis chemotherapy.

[SA-48] ROSA et al., 2010.

Leishmanicidal, trypanocidal, and cytotoxic
activities of endophytic fungi associated with
bioactive plants in Brazil.

[SA-49] YATAWARA et al., 2009.

Aureobasidium-derived soluble branched (1, 3-1,
6) B-glucan (Sophy g-glucan) enhances natural
Killer activity in Leishmania amazonensis-infected
mice.

[SA-50] ROSA et al., 2009.

Cytotoxic, immunosuppressive, trypanocidal and
antileishmanial activities of Basidiomycota fungi
present in Atlantic Rainforest in Brazil.

[SA-51] CAMPOS et al., 2009.

Correction: Leishmanicidal Metabolites from
Cochliobolus sp., an Endophytic Fungus Isolated
from Piptadenia adiantoides (Fabaceae).
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[SA-52] PONTIUS et al., 2008.

Antiprotozoal activities of heterocyclic-substituted
xanthones from the marine-derived fungus
Chaetomium sp.

[SA-53] MARTINEZ-LUIS et al.,
2008.

Antileishmanial constituents of the Panamanian
endophytic fungus Edenia sp.

[SA-54] GUIMARAES et al., 2008.

Biological activities from extracts of endophytic
fungi isolated from Viguiera arenaria and
Tithonia diversifolia.

[SA-55] SCHMEDA-HIRSCHMANN
et al., 2008.

A new antifungal and antiprotozoal depside from
the Andean lichen Protousnea poeppigii.

[SA-56] CORREA et al., 2006.

Leishmanicidal activity of Pycnoporus
sanguineus.

[SA-57] MARINHO et al., 2005.

Biologically active polyketides produced by
Penicillium janthinellum isolated as an endophytic
fungus from fruits of Melia azedarach.

[SA-58] NOLETO et al., 2002.

Effects of a lichen galactomannan and its vanadyl
(IV) complex on peritoneal macrophages and
leishmanicidal activity.

[SA-59] FOURNET et al., 1997.

Activity of compounds isolated from Chilean
lichens against experimental cutaneous
leishmaniasis.
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Table with the main solvents used in the production of fungal extracts with leishmanicidal

activity.

Selected Article

Organic Solvents

[SA-2] OGAKI et al., 2020.

[SA-4] GOLIAS et al., 2019.

[SA-7] DE ALMEIDA et al., 2018.
[SA-15] CAMPOS et al., 2017.

[SA-27] CAMPOS et al., 2015.

[SA-38] GAMBOA-ANGULO et al., 2013.
[SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
[SA-48] ROSA et al., 2010.

[SA-54] GUIMARAES et al., 2008.
[SA-50] ROSA et al., 2009.

Ethyl acetate

[SA-56] CORREA et al., 2006. Acetone
[SA-11] PERETZ et al., 2018.
[SA-34] MALLICK et al., 2014.

Water

[SA-40] VALADARES et al., 2012a.
[SA-46] VALADARES et al., 2011.

[SA-3] DE MENEZES et al., 2020.
[SA-13] GOMES et al., 2018.
[SA-55] SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2008

Dichloromethane

[SA-1] LOPES et al., 2020
[SA-9] SULTANA, et al., 2018.
[SA-11] PERETZ et al., 2018.

[SA-34] MALLICK et al., 2014. Ethanol
[SA-43] SANTIAGO et al., 2012.

[SA-50] ROSA et al., 2009.

[SA-56] CORREA et al., 2006. Hexane
[SA-55] SCHMEDA-HIRSCHMANN ct al., 2008 Methanol
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 4

List of articles selected in the systematic review, with assays in amastigotes obtained by
different methods.

Selected Article Leishm.ania Host cell / Axenic culture
(amastigote)
[SA-1] LOPES et al., 2020 L. amazonensis Macrophage cell lines J774
[SA-5] BRAUN et al., 2019. L. amazonensis Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-9] SULTANA, et al., 2018. L. donovani Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-10] ALVES et al., 2018, L. amazonensis EZ”SB”;frrOW'deri"ed macrophages from
[SA-12] COTA et al., 2018. L. braziliensis ;g:oiy(fees')' line derived from human
[SA-15] CAMPOS et al., 2017. L. amazonensis Axenic culture
[SA-19] LELIEBRE-LARA et al., 2016. L. amazonensis Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-26] MALLICK et al., 2015. L. donovani g:”f;;:”c’w'de”"e‘j macrophages from
[SA-27] CAMPOS et al., 2015. L. amazonensis Axenic culture
[SA-32] RODRIGUES et al., 2014. L. amazonensis Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-33] ORTEGA, et al., 2014. L. donovani Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-34] MALLICK et al., 2014. L. donovani Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-36] SANTOS et al., 2014. L. braziliensis Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-40] VALADARES et al., 2012a. L. chagasi Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-43] SANTIAGO etal., 2012. L. amazonensis Axenic culture
[SA-42] MARTINEZ-LUIS et al., 2012. L. donovani Axenic culture
[SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011. L. donovani Axenic culture
[SA-45] MORENO et al., 2011. L. donovani Axenic culture
L. amazonensis
[SA-46] VALADARES et al., 2011. L. chagasi Peritoneal macrophages from Balb/C
L. major
[SA-47] SOUZA-FAGUNDES et al., 2010. L. amazonensis Axenic culture
[SA-48] ROSA et al., 2010. L. amazonensis Axenic culture
[SA-50] ROSA et al., 20009. L. amazonensis Axenic culture
[SA-51] CAMPOS et al., 2009. L. amazonensis Axenic culture
[SA-52] PONTIUS et al., 2008 L. donovani Peritoneal macrophages from Balb/C
[SA-53] MARTINEZ-LUIS et al., 2008. L. donovani Axenic culture
[SA-56] CORREA et al., 2006. L. panamensis Human promonocytes U937
[SA-57] MARINHO et al., 2005. L. mexicana Axenic culture
[SA-58] NOLETO et al., 2002. L. amazonensis Peritoneal macrophages from Swiss mice
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List of articles selected in the systematic review, summarized by bibliographic references and
periodicals in descending order of the year of publication.

Selected Article

Periodicals

[SA-1] LOPES et al., 2020.

Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology

[SA-2] OGAKI et al., 2020.

Extremophiles

[SA-3] DE MENEZES et al., 2020.

Extremophiles

[SA-4] GOLIAS et al., 2019.

Brazilian Journal of Microbiology

[SA-5] BRAUN et al., 2019.

Natural Product Research

[SA-6] MALAK et al., 2018.

Journal of Natural Products

[SA-7] DE ALMEIDA et al., 2018.

Natural Product Research

[SA-8] MOTOSHIMA et al., 2018.

Carbohydrate Polymers

[SA-9] SULTANA, et al., 2018.

Experimental Parasitology

[SA-10] ALVES et al., 2018.

Plos One

[SA-11] PERETZ et al., 2018.

International Journal of Medicinal
Mushrooms

[SA-12] COTA et al., 2018.

Memé6rias do Instituto Oswaldo Cruz

[SA-13] GOMES et al., 2018.

Extremophiles

[SA-14] DERICI et al., 2018.

Biotech

[SA-15] CAMPOS et al., 2017.

Journal of Biosciences

[SA-16] BRISSOW et al., 2017.

Parasitology Research

[SA-17] DA SILVA et al., 2017.

World Journal of Microbiology and
Biotechnology

[SA-18] SIDDIQUI et al., 2017.

Plos One

[SA-19] LELIEBRE-LARA et al., 2016.

Molecules

[SA-20] IBRAHIM et al., 2016a.

Phytochemistry Letters
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[SA-21] IBRAHIM et al., 2016b.

Fitoterapia

[SA-22] ELKHAYAT et al., 2016.

Natural Product Research

[SA-23] PARRA LIZARAZU et al.,
2016.

Revista Boliviana de Quimica

[SA-24] DO NASCIMENTO et al., 2015.

World Journal of Microbiology and
Biotechnology

[SA-25] MIKELL et al., 2015.

Chemical and Pharmaceutical Bulletin

[SA-26] MALLICK et al., 2015.

Future Microbiology

[SA-27] CAMPOS et al., 2015.

Memo6rias do Instituto Oswaldo Cruz

[SA-28] DA LUZ et al., 2015.

The Scientific World Journal

[SA-29] METWALY et al., 2015.

Der Pharma Chemica

[SA-30] MALAK et al., 2014

Journal of Natural Products

[SA-31] BAYDOUN et al., 2014.

Steroids

[SA-32] RODRIGUES et al., 2014.

Plos One

[SA-33] ORTEGA, et al., 2014.

Natural Product Communications

[SA-34] MALLICK et al., 2014.

Experimental Parasitology

[SA-35] AWAAD et al., 2014.

Phytotherapy Research

[SA-36] SANTOS et al., 2014.

Journal of The Brazilian Chemical Society

[SA-37] MARINHO et al., 2013.

Anais da Academia Brasileira de Ciéncias

[SA-38] GAMBOA-ANGULO et al.,
2013,

Parasitology Research

[SA-39] LAl et al., 2012.

Chemistry & Biodiversity

[SA-40] VALADARES et al., 2012a.

Experimental Parasitology

[SA-41] VALADARES et al., 2012b.

Parasitology Research

[SA-42] MARTINEZ-LUIS et al., 2012.

Natural Product Communications

[SA-43] SANTIAGO et al., 2012.

Extremophiles

[SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.

International Microbiology
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[SA-45] MORENO et al., 2011.

Natural Product Communications

[SA-46] VALADARES et al., 2011.

Parasitology International

[SA-47] SOUZA-FAGUNDES et al.,
2010.

Brazilian Journal of Medical And Biological
Research

[SA-48] ROSA et al., 2010.

Brazilian Journal of Microbiology

[SA-49] YATAWARA et al., 2009.

The Korean Journal of Parasitology

[SA-50] ROSA et al., 2009.

Antonie Van Leeuwenhoek

[SA-51] CAMPOS et al., 20009.

Plos Neglected Tropical Diseases

[SA-52] PONTIUS et al., 2008.

Journal of Natural Products

[SA-53] MARTINEZ-LUIS et al., 2008.

Journal of Natural Products

[SA-54] GUIMARAES et al., 2008.

Fems Immunology & Medical Microbiology

[SA-55] SCHMEDA-HIRSCHMANN et
al., 2008.

Phytotherapy Research: An International
Journal Devoted to Pharmacological and
Toxicological Evaluation of Natural Product
Derivatives

[SA-56] CORREA et al., 2006.

Phytotherapy Research: An International
Journal Devoted to Pharmacological and
Toxicological Evaluation of Natural Product
Derivatives

[SA-57] MARINHO et al., 2005.

Journal of The Brazilian Chemical Society

[SA-58] NOLETO et al., 2002.

Molecular and Cellular Biochemistry

[SA-59] FOURNET et al., 1997.

Comparative Biochemistry and Physiology
Part C: Pharmacology, Toxicology and
Endocrinology
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Filo Genus Selected Article
1 Ascomycota Acremonium fusidioides [SA-2] OGAKI et al., 2020.
Agaricus blazei Murill [SA-40] VALADARES et al., 2012a.
2 Basidiomycota Agaricus blazei Murill [SA-46] VALADARES et al., 2011.
Agaricus blazei Murill [SA-41] VALADARES et al., 2012b.
3 Basidiomycota Agrocybe aegerita [SA-8] MOTOSHIMA et al., 2018.
Alternaria sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
4 Ascomycota Alternaria sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
5 Ascomycota Antarctomyces psychrotrophicus [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
6 Ascomycota Arthrinium sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
Aspergillus sp. [SA-23] PARRA LIZARAZU et al., 2016.
Aspergillus sp. [SA-32] RODRIGUES et al., 2014.
Aspergillus sp. [SA-42] MARTINEZ-LUIS et al., 2012.
7 Ascomycota Aspergillus terreus-F7 [SA-17] DA SILVA etal., 2017.
Aspergi”us terréus [SA-22] ELKHAYAT etal., 2016.
Aspergillus sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
Astraeus hygrometricus [SA-26] MALLICK et al., 2015.
8 Basidiomycota Astraeus hygrometricus [SA-34] MALLICK etal., 2014.
Astraeus hygrometricus [SA-39] LAl etal., 2012.
9 Ascomycota Aureobasidium pullulans [SA-49] YATAWARA et al., 2009.
Bipolaris sp. AZ26 [SA-7] DE ALMEIDA et al., 2018.
10 Ascomycota Bipolaris sp. C36 [SA-7] DE ALMEIDA et al., 2018.
11  Ascomycota Cadophora luteo-olivacea [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
12  Ascomycota Chaetomium sp. [SA-52] PONTIUS et al., 2008.
13 Ascomycota Cladonia substellata Vainio [SA-28] DA LUZ et al., 2015.
Cochliobolus sativus P2-F3 [SA-24] DO NASCIMENTO et al., 2015.
Cochliobolus sp. [SA-15] CAMPOS et al., 2017.
14 Ascomycota Cochliobolus sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
Cochliobolus sp. [SA-51] CAMPOS et al., 2009.
15  Ascomycota Colletotrichum sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
Cunninghamella blakesleeana + C. SA18]S L 20
16 [raditional echinulata [SA-18] SIDDIQUI et al., 2017.
Zygomycota Cur_mlnghamella blakesleeana + C. [SA-31] BAYDOUN et al., 2014
echinulata
17  Ascomycota Curvularia sp. P1-F1 [SA-24] DO NASCIMENTO et al., 2015,
18  Ascomycota Davidiella tassiana [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
Diaporthe phaseolorum [SA-54] GUIMARAES et al., 2008.
Diaporthe phaseolorum -92C [SA-16] BRISSOW et al., 2017.
19 Ascomycota Diaporthe sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
Diaporthe sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
Dichotomophtora portulacae [SA-10] ALVES et al., 2018.
20 Ascomycota Dichotomophtora boerhaaviae [SA-10] ALVES etal., 2018.
21 Ascomycota Drechslera rostrata [SA-35] AWAAD et al., 2014.
Edenia sp. [SA-53] MARTINEZ-LUIS et al., 2008.
22 Ascomycota Edenia sp. [SA-33] ORTEGA, et al., 2014.
23 Ascomycota Emericella nidulans [SA-10] ALVES et al., 2018.
24  Ascomycota Erioderma leylandii (Lichenized fungi) [SA-59] FOURNET et al.,1997.
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25  Ascomycota Eurotium tonpholium [SA-35] AWAAD et al., 2014.
Fusarium sp. [SA-20] IBRAHIM et al., 2016a.
Fusarium sp. [SA-21] IBRAHIM et al., 2016b.
Fusarium sp. [SA-27] CAMPOS et al., 2015.
26  Ascomycota Fusarium sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
Fusarium sp. TA50 [SA-38] GAMBOA-ANGULO et al., 2013.
Fusarium sp. TA54 [SA-38] GAMBOA-ANGULO et al., 2013.
Geosmithia langdonii [SA-30] MALAK et al., 2014.
27 Ascomycota Geosmithia langdonii [SA-6] MALAK etal, 2018.
28  Ascomycota Gibberella sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
29  Basidiomycota Grifola frondosa [SA-9] SULTANA, et al., 2018.
30 Basidiomycota Gymnopilus cf. areolatus Murr. [SA-50] ROSA et al., 2009.
31  Ascomycota Helgardia sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
32 Ascomycota Herpotrichia sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
33  Ascomycota Hypocrea sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
34  Basidiomycota Irpex lacteus [SA-50] ROSA et al., 2009.
- Lentinus cf. strigosus [SA-50] ROSA et al., 2009.
35  Basidiomycota Lentinus strigosus [SA-47] SOUZA-FAGUNDES et al., 2010.
36  Ascomycota Macrophomina phaseolina [SA-18] SIDDIQUI et al., 2017.
37  Ascomycota Microdochium sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
38  Ascomycota Morchella importuna [SA-11] PERETZ et al., 2018.
Traditional . .
A-1 MES et al., 2018.
39 Zygomycota Mortierella parvispora [SA-13] GOMES et al., 2018
40  Iraditional Mucor ramannianus [SA-25] MIKELL etal., 2015.
Zygomycota
Mycosphaerella sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
41 Ascomycota Mycosphaerella sp. [SA-45] MORENO et al., 2011.
N. pseudotrichia [SA-27] CAMPOS et al., 2015.
42  Ascomycota Nectria pseudotrichia [SA-12] COTA et al., 2018.
Nectria sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
43  Ascomycota Nigrospora sphaerica [SA-36] SANTOS et al., 2014.
44  Basidiomycota Nothopanus hygrophanus [SA-50] ROSA et al., 2009.
45  Ascomycota Oculimacula sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
46  Ascomycota Paecilomyces sp. [SA-5] BRAUN et al., 2019.
Penicillium allii-sativi [SA-2] OGAKI et al, 2020
PTH - etal., .
Ee”!c!::!“m CErysoge““m [SA-2] OGAKI et al., 2020.
eniciiiium chrysogenum [SA-3] DE MENEZES et al., 2020.
Penicillium chrysogenum [SA-13] GOMES et al., 2018.
Penicillium herquei [SA-37] MARINHO et al., 2013.
Penicillium janthinellum [SA-57] MARINHO et al., 2005.
47 Ascomycota Penicillium palitans [SA-2] OGAKI et al., 2020.
Penicillium pa“tans [SA-3] DE MENEZES et al., 2020.
Penicillium solitum [SA-2] DE MENEZES et o, 2020
PeTH - etal., .
Ee”!c!::!“m Sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
eniciiiium sp. [SA-48] ROSA et al., 2010.
Penicillium sp.
Phaeosphaeria herpotrichoides [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
48  Ascomycota Phaeosphaeria sp. [SA-43] SANTIAGO et al., 2012.
Phomopsis sp. [SA-54] GUIMARAES et al., 2008.
49 Ascomycota Phomopsis sp. P5-F1 [SA-24] DO NASCIMENTO et al., 2015.
50  Ascomycota Phyllosticta capitalensis [SA-4] GOLIAS et al., 2019.

Phyllosticta sp. ou Guignardia mangiferae

[SA-54] GUIMARAES et al., 2008.
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51  Basidiomycota Pleurotus flabellatus [SA-50] ROSA et al., 2009.
- : : [SA-59] FOURNET et al.,1997.
52  Ascomycota Protousnea malacea (Lichenized fungi) [SA-55] SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,
Protousnea poeppigii (Lichenized fungi) 2008
Pseudogymnoascus destructans [SA-13] GOMES et al., 2018.
53 Ascomycota Pseudogymnoascus verrucosus [SA-2] OGAKI et al., 2020.
54  Ascomycota Psoroma pallidum (Lichenized fungi) [SA-59] FOURNET et al.,1997.
55 Basidiomycota Pycnoporus sanguineus [SA-56] CORREA et al., 2006.
56 Ascomycota Ramalina celastri (Lichenized fungi) [SA-58] NOLETO et al., 2002.
Russula albonigra [SA-34] MALLICK et al., 2014.
57 Basidiomycota Russula delica [SA-34] MALLICK et al., 2014.
Russula laurocerasi [SA-34] MALLICK etal., 2014.
58  Ascomycota Stenocarpella sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
59 Basidiomycota Termitomyces eurhizus [SA-34] MALLICK et al., 2014.
60  Basidiomycota Trametes versicolor [SA-19] LELIEBRE-LARA et al., 2016.
61  Ascomycota Trichoderma asperelloides [SA-1] LOPESetal., 2020.
62  Basidiomycota Tricholoma giganteum [SA-34] MALLICK et al., 2014.
63  Ascomycota Trichosporum sp. [SA-29] METWALY et al., 2015.
64  Ascomycota Usnea florida (Lichenized fungi) g%’g‘é%] SCHMEDA-HIRSCHMANN etal.,
65  Ascomycota Vermisporium-like [SA-10] ALVES et al., 2018.
66  Ascomycota Verticillium sp. TH28 [SA-38] GAMBOA-ANGULO et al., 2013.
Xylaria sp. [SA-27] CAMPOS et al., 2015.
67 Ascomycota Xylaria sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
68  Ascomycota Xylariaceae sp. [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
3 2TA2 strain [SA-38] GAMBOA-ANGULO et al., 2013.
}E Basidiomycete [SA-50] ROSA t’et al., 2009.
= cepa FOL94 [SA-44] MARTINEZ-LUIS et al., 2011.
3 P [SA-48] ROSA et al., 2010.
= Fungal endophyte UFMCB 914 [SA-14] DERICI et al., 2018.
Z Lichenized fungi
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List of chemical classes of isolated fungal compounds with leishmanicidal activity,

summarized in alphabetical order.
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Chemical Class Isolated Substance Fungi Sele_cted
Article
1 Acids 10-acetyl trichoderonic acid A Nectria pseudotrichia [AS-12]
2 Acids 6'-acetoxy-piliformic acid Nectria pseudotrichia [AS-12]
3 Alcohols 4-[2',4'-dihydroxy-6'-(hydroxymethyl) Geosmithia langdonii [SA-30]
4 Alcohols (45,55)-4,5-dihydroxy-2- Geosmithia langdonii [SA-30]
methylcyclohex-2-enone
5 Alcohols 3-hydroxybenzyl alcohol Geosmithia langdonii [SA-30]
6 Alcohols 2,5-dihydroxybenzyl alcohol Geosmithia langdonii [SA-30]
Benzofurans Usnic acid Lichenized fungi (N.1.) [SA-14]
, Benzofurans Usnic acid Cladonia substellata Vainio [SA-28]
Benzofurans Usnic acid Usnea florida [SA-55]
Benzofurans (+)Usnic acid Protousnea malacea (Stirt) Krog. [SA-59]
8 Butenolide Terrein Aspergillus terreus - F7 [SA-17]
(1S,2R,3R,4R,5R)-2,3,4-trihydroxy-5-
9 Carbasugar methylcyclohexyl-2',5'- Geosmithia langdonii [SA-6]
dihydroxybenzoate
(1S,2S,3S,4R,5R)- 4-[(2",5'-
10  Carbasugar dihydroxybenzyl)oxy]-5- Geosmithia langdonii [SA-6]
methylcyclohexane-1,2,3-triol
11  Depsides Divaricatinic acid Usnea florida [SA-55]
12 Depsides Isodivaricatic acid Protousnea poeppigii [SA-55]
13  Depsides Isodivaricatic acid diacetate Protousnea poeppigii [SA-55]
14 Depsides 1'-Chloropannarine Erioderma leylandii [SA-59]
15  Depsides Pannarine Psoroma pallidum Nyl. [SA-59]
16  Enzymes Preussomerin EG1 Edenia sp. [SA-53]
17  Ergostanes Trametenolic acid B Trametes versicolor [SA-19]
1,3-cis-1-Methoxy-1-(2,5-
18  Flavanones dihydroxyphenyl)-3-hydroxy-3- Mucor ramannianus [SA-25]
phenylpropane
19  Lactones Butyrolactone | Aspergillus terreus - F7 [SA-17]
20  Lactones Butyrolactone V Aspergillus terreus - F7 [SA-17]
21  Lactones Harzialactone A Paecilomyces sp. [SA-5]
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22 Lactones Terrenolide S Aspergillus terreus [SA-22]
23 Mycotoxins 18-des-hydroxy Cytochalasin H Diaporthe phaseolorum -92C [SA-16]
24 Naphthalenes Palmarumycin CP18 Edenia sp. [SA-33]
25 Naphthalenes Palmarumycin CP2 Edenia sp. [SA-53]
26  Naphthalenes Palmarumycin CP17 Edenia sp. [SA-53]
27  Naphthalenes Palmarumycin CP18 Edenia sp. [SA-53]
28 gﬁﬁﬁgj&ﬁi (+)-epiepoformin Geosmithia langdonii [SA-30]
29  Peptides Er?etsf?y:l)’r;%r?yglphlﬁ:g;% %r_%pglzjlg'n(: Trichosporum sp. [SA-29]
30 Phenalenes Cercosporin Mycosphaerella sp. [SA-45]
31  Phenalenes Cercosporin acetylate Mycosphaerella sp. [SA-45]
32 Phenols benzyl]benzene-1,2-dio Geosmithia langdonii [SA-30]
33 Phenols 2,5-dihydroxybenzaldehyde Geosmithia langdonii [SA-30]
34 Phenols 3-hydroxytoluene Geosmithia langdonii [SA-30]
35 Phthalates di-2-ethylhexyl phthalate Drechslera rostrata [SA-35]
36  Polyketides Citreorosein Penicillium herquei [SA-37]
37  Polyketides Emodin Penicillium herquei [SA-37]
38  Polyketides Janthinone Penicillium herquei [SA-37]
39  Polyketides Citrinin Penicillium janthinellum [SA-57]
40 Polysaccharides  Fucogalactan FG-Aa Agrocybe aegerita [SA-8]

41  Polysaccharides GMPOLY Ramalina celastri SA-58]
42  Polysaccharides GMPOLYVO Ramalina celastri SA-58]
43  Pyranone Kojic acid (KA) Aspergillus sp. [SA-32]
44 Pyrrolidines Pseurotin A Aspergillus sp. [SA-42]
45  Pyrrolidines 14-norpseurotin A Aspergillus sp. [SA-42]
46  Pyrrolidines FD-838 Aspergillus sp. [SA-42]
47  Pyrrolidines Pseurotin D Aspergillus sp. [SA-42]
48  Quinones 2-hidroxifenilquinoline Aspergillus sp. [SA-23]
49  Quinones ;hti;]?;r;ﬁ?;gﬁ-s-methoxy-6-methy|- Eurotium tonpholium [SA-35]
50  Quinones Anhydrocochlioquinone A Cochliobolus sp. [SA-15]
51  Quinones Cochlioguinone A + isocochliogquinone  Cochliobolus sativus P2-F3 [SA-24]
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52 Quinones Anhydrocochlioguinone A Cochliobolus sativus P2-F3 [SA-24]
53  Quinones Fumoquinone B Aspergillus sp. [SA-42]
54 Quinones Cochlioquinone A Cochliobolus sp. [SA-51]
55  Quinones Isocochlioquinone A Cochliobolus sp. [SA-51]
56  Quinones CJ-12,371 Edenia sp. [SA-53]
s s ShUbanoyTelLdnels  Gunngaela bl - g
58  Steroids éiln[iéltrzsigsi,?r¥gr§:l(£700;g7a- Macrophomina phaseolina [SA-18]
59  Steroids Ergosterol peroxide Trametes versicolor [SA-19]
0 swoes  Nawooe e e, oA
T e
e
o swows  JITAGDYdabmdotn Gomgnalaainite sy
o Sterids POy Bkt Gl ety joaa
i o
o Swows  LRUDhoyImrian Gomganalaenite sy
67  Terpenes hydroheptelidic acid Nectria pseudotrichia [AS-12]
68  Terpenes Aphidicolin Nigrospora sphaerica [SA-36]
69 Terpenes 3-deoxy-aphidicolin Nigrospora sphaerica [SA-36]
70  Terpenes 3-oxoaphidicolin Nigrospora sphaerica [SA-36]
71 Terpenes 3-oxime-aphidicolin Nigrospora sphaerica [SA-36]
72 Terpenes Panepoxydone Lentinus strigosus [SA-47]
73 Terpenes Hypnophilin Lentinus strigosus [SA-47]

Terpenes Astrakurkurone Astraeus hygrometricus [SA-26]
" Terpenes Astrakurkurone Astraeus hygrometricus [SA-39]
75  Terpenes (22E,24R)-stigmasta-5,7,22-trien-3-B-ol  Aspergillus terreus [SA-22]
76  Terpenes stigmast-4-ene-3-one Aspergillus terreus [SA-22]
77  Terpenes Integracides H Fusarium sp. [SA-20]
78  Terpenes Integracides J Fusarium sp. [SA-20]
79  Terpenes Integracides F Fusarium sp. [SA-21]
80 Terpenes Integracides G Fusarium sp. [SA-21]
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81  Vitamins Ergosterol 5,8-endoperoxide Pycnoporus sanguineus [SA-56]
82  Xanthones Chaetoxanthone C1 Chaetomium sp. [SA-52]
83  Xanthones Chaetoxanthone C2 Chaetomium sp. [SA-52]
84  Xanthones Chaetoxanthone C3 Chaetomium sp. [SA-52]
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6 CONCLUSOES

= O estudo experimental com extratos pigmentados obtidos de bactérias isoladas do ambiente
antartico, permitiu constatar a atividade leishmanicida in vitro desses metabolitos contra
formas promastigotas de L. (L.) chagasi, entretanto ndo foi observado atividade contra a
espécie L. (L.) amazonensis. Além disso o ensaio de viabilidade celular ndo mostrou efeito
deletério dos extratos para as células da linhagem J774.A1 nas mesmas concentracdes

testadas nas promastigotas, evidenciando a toxicidade seletiva contra os parasitos.

= A revisdo sistematica acerca da atividade leishmanicida de bioprodutos flngicos mostrou
um panorama do atual dos esfor¢cos na procura de alternativas para a farmacoterapia da

leishmaniose explorando a biodiversidade de compostos naturais.

= Os resultados obtidos no estudo experimental, em conjunto com as evidéncias reportadas
pelas publicacBes reunidas na revisdo sistematica, indicam na prospeccdo de produtos
microbianos um caminho promissor rumo ao desenvolvimento de novas entidades quimicas

para o combate a leishmaniose.
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