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Resumo

Os medicamentos disponiveis para as tripanossomiases Sao poucos e
apresentam toxicidade, e o surgimento de parasitas resistentes tem dificultado o
tratamento, os Streptomyces tem sido nas ultimas décadas uma fonte valiosa
para desenvolver medicamentos eficazes contra varias doencgas. Neste trabalho
observamos que Streptomyces isolados dos Rios Madeira e Purus, foram
capazes de inibir o crescimento de Trypanosoma cruzi in vitro e a andlise foi
realizada considerando-se a reducdo do desenvolvimento da infeccao
estabelecida, promovida pelo composto testado, em rela¢do ao cultivo de células
infectadas pelo parasito na auséncia de extratos. Sendo que os isolados APUR
32.5; APUR 36.3; MPUR 40.3 e MPUR 36.1, foram os que apresentaram
melhores resultados e podem ser selecionadas para avalicdo da citotoxicidade
das linhagens para utilizacdo em futuros estudos. A tripanossomiases é
considerada uma doenga negligenciada, portanto, novos compostos contra o
T. cruzi sdo importantes com melhores perfis de eficacia e seguranca.
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Introducéo

O protozoario hemoflagelado parasita Trypanosoma cruzi € o patdégeno
responsavel pela tripanossomiase americana, mais conhecida como doenca de
Chagas, uma doenca com grande abrangéncia e com predominio em regides
pobres, e como consequéncia disso se tornou uma das doengas tropicais
negligenciadas, apesar de ocasionar um impacto socioecondémico alto. A doenca
foi descoberta ha mais de um século, em 1909, pelo pesquisador e médico
brasileiro Carlos Chagas (Salassa 2019).

Na doenca de Chagas o ciclo de vida do T. cruzi inicia na forma
tripomastigotasliberados nas fezes do inseto infectado e ap0s a invasao é

envolto por um vacuolo parasitoforo transitorio, pois o parasita consegue escapar
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e se multiplicar no citosol, diferenciando-se novamente na forma tripomastigota
gue sera liberada na lise celular, podendo migrar dessa forma para as células
vizinhas ou serem consumidas por outroinseto vetor (Moretti et al. 2019).

As principais formas de transmissdo do protozoario incluem via vetorial,
oral, congénita e transfusao sanguinea (Zingales 2017). A vetorial ocorre apos a
picada do inseto infectado ou contato direto com suas fezes na mucosa ocular. A
transmissao oral se d4 pelo consumo de alimentos como acai e caldo-de-cana
mal higienizados, contendo fezes de insetos infectados. A congénita acontece
pela transferéncia do protozodario de maes infectadas para o feto, com risco
agravado por parasitemia elevada, em maes HIV positivas. A transmissao por
transfusdo sanguinea, relatada em 1952, levou a triagem obrigatéria dos
hemocomponentes para infecgéo por T. cruzi (Bern 2011).

As actinobactérias sdo responsaveis por gerar um grande numero de
compostos metabdlitos secundarios, e essas substancias bioativas sao
regularmente utilizadas na industria farmacéutica (Al-Shaibani et al. 2021). O
género Streptomyces é uma grande fornecedora para produtos bioativos,
guimicos e medicamentos ha décadas principalmente de antibiéticos (Procépio
et al. 2012). Mas o seu potencial biolégico pode ser muito maior e produzir
aproximadamente milhares de novos compostos bioativos (Lacey et al. 2022). O
objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antiparasitaria de Streptomyces

isolados dos rios Madeira e Purus contra Trypanosoma cruz in vitro.

Material e Métodos

Isolados e condi¢cdes de cultivo

Neste trabalho foram utilizadas sete linhagens de actinomicetos (APUR
32.5, MAD 42, APUR 39.1. APUR 36.3, MPUR 21.2, MPUR 40.3, MPUR 36.1)
isolados de sedimentos do Rio Madeira e Purus, pertencentes a colecao de
microrganismos da Embrapa Amazbnia Ocidental. Estas linhagens foram
previamente identificadas por meio do sequenciamento da regido 16S do
rRNA como pertencentes ao género Streptomyces. As culturas estavam
preservadas em glicerol 15% e mantidas a -80°C (Jose e Jha 2017). Para a
preparacdo do pré-indculo, os isolados foram cultivados em Erlenmeyer
contendo 50 mL de meio de cultura ISP2 (4 g/L extrato de levedura; 10 g/L extrato
de malte; 4g/L dextrose) (Shirling e Gottlieb 1966) por 7 dias sob agitacdo de 150
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rpm a 280C. Apos o crescimento, cada isolado foi centrifugado e o sobrenadante
foi liofilizado e enviado para o laboratério de Genémica Funcional de Parasitos -
GFP do Instituto René Rachou (IRR) - Fiocruz Minas. O extrato foi diluido em

DMSO (20mg/mL) para os testes de inibicdo de T cruzi.

Manutencédo das células L929 e da cepa Tulahen do T. Cruzi

Para a manutencdo da cepa Tulahuen de T. cruzi, foi empregado um
método conforme descrito por Romanha (2010), foi utilizado a cepa
geneticamente modificada para expressar o gene da [(-galactosidase. Essa
transformacdo permitiu 0 monitoramento e a quantificacdo do crescimento
parasitario. Células de camundongos (L929) cultivadas em meio RPMI 1640 e
suplementado com SBF 10% e 2mM de glutamina foram semeadas em garrafas
de 25 cm?, 1,5x10° células/garrafa. As célulasforam incubadas em estufa a 37°C
e 5% de CO: durante 7 dias.

Ensaio de inibicdo de crescimento do T. cruzi

O ensaio in vitro com as formas amastigotas intracelulares e
tripomastigotas do T. cruzi foi realizado de acordo com Buckner et al. (1996). O
meio de cultura foi trocadopor 180 pL de RPMI e 20 uL do composto a ser testado
em triplicata, para as diferentes concentracgoes (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
ug/mL), e incubado em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 96 horas, os resultados
foram expresso como inibicao do crescimentode acordo Oliveira et al. (2006) e a
analise foi realizada considerando-se a redugéo do desenvolvimento da infec¢ao
estabelecida, promovida pelo composto testado, emrela¢éo ao cultivo de células
infectadas pelo parasito na auséncia de extratos. Os testes antitripanossoma
foram realizados em triplicatas no instituto René Rachou / FIOCRUZ em Belo
Horizonte MG.

Resultados e Discusséao
Dos sete Streptomyces testados, quatro apresentaram atividade contra o
T. cruzi (APUR 32.5; APUR 36.3; MPUR 40.3 e MPUR 36.1), como pode ser
observado na Tabela 1. Os Streptomyces APUR 32.5, MAD 42 e MPUR 21.2 néao
apresentaram atividade antiparasitaria em nenhuma das concentracoes

testadas. O ensaio in vitro foi realizado com formas amastigotas intracelulares e
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tripomastigotas do T. cruzi. A agdo dos compostos sobre as formas intracelulares
foi avaliada considerando a reducéo do desenvolvimento da infec¢éo, em relacéao
ao cultivo de células infectadas pelo parasito na auséncia de extratos. Os
resultados na Tabela 1 referem-se a atividade antiparasitaria dos Streptomyces
testados contra ambas as formas evolutivas do parasito, amastigotas

intracelulares e tripomastigotas.

Tabela 1. Atividade antiparasitaria dos Streptomyces nas diferentes concentra¢des testadas.

Streptomyces Concentragao Atividade'(%) ICso sobre o parasita®? CCso sobre L929°

isolados (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
APUR32.5 100*50*25 12,5 100 100 100 100 < 3,12 Andlise ao Indicado para
6,25 3,12 100 microscépio indica ensaio de
100 altatoxicidade citotoxicidade

APUR 36.3 100¥ 50* 25* 100 100 100 100 < 3,12 Andlise ao Indicado para

12,56,25 3,12 97,5 microscépio indica ensaio de
53,9 alta citotoxicidade
toxicidade
MPUR 40.3 100* 50* 25* 96,2 80,3 47,6 27,8 26,83 -
12,5* 6,25* 7,49,4
3,12*
MPUR36.1 100* 5025 12,5 100 99,9 48,7 53,4 10,79 Indicado para
6,25 3,12 41 ensaio de
14,5 citotoxicidade
Benzonidazol 3,81 uyM - 3,81 uM (1 pg/mL) 2.381 uM (625
(Lpg/mL) pg/mL)

1Porcentagem de reducao das formas amastigotas e tripomastigotas sob agcdo do composto.
2Concentracdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario. *Concentracdo do
compostoque induz 50% de morte celular. #ICso do composto sobre as células dividido pelo ICso
do composto sobre o parasito. Os valores de ICso foram calculados através de interpolagdo linear. *
~100% de morte das células hospedeiras L929. *~50% de morte das células hospedeiras L929.

O isolado MPUR 40.3 apresentou atividade antiparasitaria com IC50 a
partir da concentragao 26,83 ug/mL. O isolado APUR 39.1 apresentou excelente
efetividade antiparasitaria em todas as concentracdes, com reducdo de 100% da
atividade parasitaria contra ambas as formas evolutivas do parasito (amastigotas
intracelulares e tripomastigotas) a partir da concentragdo minima testada de
3,12 uyg/mL. Na andliseao microscopio, indicou alta toxicidade ou efetividade
frente as células infectadas por T. cruzi. O isolado foi altamente toxico para as
células de camundongos, sendo recomendada a realizacdo de ensaio para
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avaliar citotoxicidade. O isolado APUR 36.3 apresentou alta efetividade
antiparasitaria com IC50 a partir da concentracdo minimatestada 3,12 pg/mL e
redugdo de 100% a partir da concentracdo 12,5 pg/mL. Na analise ao
microscopio, indicou alta toxicidade, sendo recomendada a realizagdo de ensaio
para avaliar citotoxicidade. O isolado MPUR 36.1 apresentou IC50 a partir da
concentracao 10,79 ug/mL e reducao de 100% na concentracdo maxima testada
de100 ug/mL.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que os Streptomyces
testados apresentaram diferentes resultados, desde a auséncia de atividade
contra T.cruzi (APUR 32.5, MAD 42 e MPUR 21.2), até 100% de inibicdo na
menor concentracdo testada (APUR 32.5). Rolén et al. 2006 também
demonstrou que compostos derivados de Streptomyces possuem a capacidade
de inibir in vitro o crescimento do T. cruzi. Além de Rolon et al. 2006, outros
autores, como Lima et al. (2012) e Ferreira et al. (2019), também demonstraram
a atividade antiparasitaria de compostos derivados de Streptomyces contra T.
cruzi. Quanto a utilizagdo de cepas ndo geneticamente modificadas, Andrade et
al. (2014) trabalharam com cepas de T. cruzi ndo modificadas geneticamente e
também observaram atividades antiparasitarias de compostos isolados de
Streptomyces.

A utilizacdo do género Streptomyces nas pesquisas por bioativos é
amplamente conhecida, pela sua caracteristica de producdo de metabdlitos
secundarios diferentes. Dependendo da localizac&o do habitat do Streptomyces,
ainda é uma area com grande potencial paranovas substancias com atividade

farmacoldgica.

Conclusdes
Foi possivel observar que os extratos aquosos dos Streptomyces testados
contra T. cruzi in vitro, apresentaram diferentes porcentagem de inibicéo (de 0 a
100%). Além disso, 0s compostos mais promissores deverdo ser isolados e
identificados para aprofundar o conhecimento sobre sua atividade
antiparasitaria, e avaliar a citotoxicidade destes compostos de Streptomyces,

para uma possivel atividade terapéutica.
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