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Resumo:

Ganoderma cf. stipitatum pertence ao género Ganoderma, conhecido pelas
propriedades medicinais de suas espécies desde os tempos antigos. O objetivo do
trabalho foi avaliar a atividade biologica dos lipidios obtidos a partir de corpos de
frutificacdo de G. stipitatum. Os extratos foram obtidos por maceracdo e
caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM). Para a avaliagdo da atividade bioldgica, foi realizada a determinagdo da
atividade anti-Leishmania amazonensis. Os extratos demonstraram uma boa
atividade principalmente contra as formas amastigotas da L. amazonensis. O extrato
obtido por maceracao com cloroférmio foi o que apresentou melhores resultados de
ICs0, CCs € 1S, sendo também a fracdo que apresentou a maior porcentagem
relativa de acido linoléico.

Introducéo

G. stipitatum pertence ao género Ganoderma, conhecido pelas propriedades
medicinais de suas espécies desde o0s tempos antigos, sendo utilizadas para
diversos tipos de doencas (SANODIYA et al., 2009). O género apresenta distribuicdo
cosmopolita, e pode ser encontrado em paises como Brasil, Peru, Bolivia,
Venezuela e india (BHOSLE et al., 2010). O presente trabalho tem por objetivo
avaliar a atividade biologica dos lipidios obtidos a partir de corpos de frutificacdo de
G. stipitatum.

Materiais e Métodos

Obtencao e caracterizagdo dos lipidios de G. stipitatum para avaliacdo da atividade
biologica.
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Os corpos de frutificacdo de G. stipitatum foram coletados no municipio de
Umuarama-PR. O material liofilizado (5 g) de G. stipitatum foi submetido a
extragdo por maceracao por 24h com 100 mL de isopropanol frio, seguido de re-
extracdo por maceragdao com solucdo de cloroformio-metanol (2:1, v/v). A seguir
foi realizada uma segunda extragcdo, mantendo a primeira etapa, na mesma
proporcao utilizando diclorometano-metanol (2:1, v/v). Ambas as fracdes foram
reunidas e os solventes evaporados em rotaevaporador (MACHADO et al.,
2006).

Os extratos brutos foram convertidos em ésteres metilicos de &cidos graxos por
transesterificacdo (JACOMINI et al., 2015). Por fim, realizou-se a determinacao
da composicao de &cidos graxos por cromatografia em fase gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM).

Determinacéo da atividade antiproliferativa dos extratos em formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonenses e avaliacao da citoxidade

Formas promastigotas (1 x 10° parasitos mL™) com cultivo de 72 h foram
adicionadas em placa de 96 pocos estéril, na presenca e auséncia dos extratos,
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) a
1%, em seguida incubadas por 72 h a 25 °C. Os tratamentos foram realizados nas
concentracdes finais de 1,5625 - 200 pug mL™ e entdo realizado o ensaio de
viabilidade celular através da reducdo do XTT (MESHULAM, 1995). Miltefosina foi
utilizada como padrdo. A Iluminescéncia foi quantificada em luminémetro
SpectraMax L (Molecular Devices) com Ay = 570 nm e tempo de integracdo de 1 s.
A porcentagem de inibicdo foi calculada com base na luminescéncia do controle
(ndo tratado), e as concentracdes de Clso foram calculadas por regressao nao
linear.

A citotoxicidade foi avaliada em macrofagos J774A.1, utilizando o ensaio reducéo
do MTT (MOSSMANN, 1983).Para isso, células J774A.1 (5 x 10° células mL™) em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB foram cultivadas em placas de 96
pocos e mantidas a 37 °C e 5% de CO, por 24 h. Em seguida, os extratos foram
adicionados em concentracdes crescentes de 7,8125 — 1.000 yg mL™” e a placa
incubada durante 48 h. Apds o tratamento, as células foram lavadas com PBS (pH
7,2) e incubadas na presenca de MTT (2 mg mL™) por 4 h. O sobrenadante foi
removido, os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da
absorbéancia realizada a 570 nm em um espectrofotdmetro de placas (Power Wave
XS — BioTek). Os valores de CCsp (concentracdo citotoxica em 50%) foram
determinados por andlise de regressao nao linear

Resultados e Discussao

Os resultados da atividade antileishmania dos extratos de G. stipitatum podem ser
visualizados a seguir na tabela 1:
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Tabela 1: Atividade antiproliferativa dos extratos de G. stipitatum frente ao
protozoario Leishmania amazonensis e citotoxicidade em macrofagos J774A.1.

Extratos Promastigotas =~ Amastigotas J774A.1 IS, IS,
ICs0 (Mg/mL) ICs0 (Mg/mL)  CCsp (ng/mL)
MC 176,73 +3,16 40,81 +4,93  117,52+13,69 0,66 2,88
MD 187,85+ 7,64 49,78 +3,55  129,40+14,15 0,69 2,60
Miltefosina 9.63+0,22 0.78 £ 0,04 26.06 +4.43 2,71 33,41

MC = Extrato obtido por maceracdo com cloroférmio. MD = Extrato obtido por macerag¢&o com diclorometano.
Cada valor representa a média * desvio padrédo para trés experimentos realizados em duplicata.
ICso:concentracéo inibitoria para 50% das células; CCsq: concentrago citotoxica para 50% das células

IS: indice de seletividade (CCs, macrofagos/ICs, promastigotas’/amastigotas®)

A partir dos resultados, foi possivel observar que tanto o extrato obtido por
maceracdo com cloroférmio (MC), quanto o extrato obtido por maceracdo com
diclorometano (MD) foram capazes de inibir o crescimento de promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. Em relacdo aos valores obtidos, contra a forma
promastigota obteve-se valores de ICso de 176,73 e 187,85 pg/mL respectivamente
para MC e MD. Contra a forma amastigota os valores de ICso foram 40,81 e 49,78
pg/mL para MC e MD, respectivamente. Ou seja, 0S extratos apresentaram maior
atividade contra a forma amastigota quando comparada a promastigota, sendo o
extrato MC o que apresentou maior inibicdo frente as duas formas do parasito L.
amazonensis.

Em relacéo a citotoxicidade, os resultados obtidos para os extratos MC e MD foram
de 117,52 e 129,06 pg/mL, respectivamente, demonstrando que o0s extratos
apresentam uma citotoxicidade menor do que a miltefosina.

Foi calculado o indice de seletividade (IS), que é a razéo entre CCsg e ICs0. Segundo
Moreira et al. (2019), indices de seletividade superiores a 1 indicam maior
seletividade contra parasitos, e valores abaixo de 1 demonstram uma seletividade
maior para atividade citotéxica. No presente estudo, para a forma promastigota, o
extrato MC apresentou IS de 0,66 e o MD 0,69. Esses valores indicam uma
seletividade maior para a atividade contra as células do hospedeiro. Ja para a forma
amastigota, obteve-se IS de 2,88 e 2,60 para os extratos MC e MD,
respectivamente. Ou seja, esses valores demonstram uma maior seletividade contra
0 parasita, sobretudo contra a forma amastigota.

A atividade contra a leishmania apresentada pelos extratos pode ter relacdo com a
presenca do &cido linoleico (AL) em sua composi¢cdo. A andlise por CG-EM,
demonstrou que o AL é o acido graxo predominante nos extratos MC e MD, com
49,09% e 47,93%, respectivamente. Estudos recentes demonstraram o importante
papel desse acido graxo na modulacdo da resposta imune, no controle da carga
parasitaria em macrofagos infectados por Leishmania donovani e também na
inibicho da liberacdo de formas promastigotas derivadas de microvesiculas
presentes no parasito.

No presente estudo, os extratos demonstraram uma boa atividade principalmente
contra as formas amastigotas da L. amazonensis. O extrato MC foi o que
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apresentou melhores resultados de 1Csy, CCso € IS, bem como foi o extrato que
apresentou maior porcentagem relativa de AL.

Apesar dos estudos anteriores demonstrarem a atividade contra a leishmania do AL
diminuindo a carga parasitaria de macrofagos infectados com L. donovani (SAINI, et
al. 2020; SAINI e RAI, 2020), n&o foi observada uma atividade direta do AL contra as
formas promastigotas. Entretanto, no presente estudo, as amostras se
demonstraram mais ativas contra a forma amastigota, além disso, foi utilizada para
avaliar atividade antiproliferativa dos extratos, a espécie L. amazonensis, e também,
os acidos graxos nao foram testados na sua forma livre, diferentemente dos estudos
anteriores. Portanto, este trabalho fornece uma base significativa para futuras
investigagcdes sobre a a¢éo dessas fragdes lipidicas no tratamento da leishmaniose.

Conclusodes

Os resultados obtidos permitiram concluir que a determinacdo da atividade biolégica
dos lipidios obtidos a partir do corpo de frutificagdo de G. stipitatum foi realizada com
éxito, possibilitando avaliar a atividade antileishmania dos extratos.
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