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Objetivos

Objetiva-se  realizar o re-isolamento e
purificagdo da beauvericina (1) a partir de
meios de cultivo da linhagem flngica
Aspergillus terreus P63. A beauvericina € um
hexadepsipeptideo ciclico caracterizado pela
presenca alternada de trés residuos de acido
D-hidroxiisovalérico e trés residuos de
N-metilfenilalanina’?. Este composto
apresentou potente atividade anti-Leishmania
in vivo em camundongos. No presente estudo,
objetivamos dar continuidade a investigagao
do(s) mecanismo(s) de agao leishmanicida da

beauvericina.
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Métodos e Procedimentos

A preparagéo das placas de cultivo do fungo A.
terreus P63 foi realizada em meio soélido de
potato dextrose agar (PDA), com proporgao de
PDA 24 g/L e Agar 2% m/v. O meio de cultivo
sélido do fungo A. terreus P63 foi preparado

em frascos Shott® de 500 mL, contendo 25 g
de aveia em flocos e 30 mL de agua. Apods o
crescimento do fungo, o meio de cultivo foi
extraido com AcOEt. Este extrato foi submetido
ao processo sumarizado na Figura 1 para o
isolamento da beauvericina.

Figura 1. Fluxograma representativo  do

procedimento experimental do processo de
isolamento da beauvericina (1).

Aspergillus terreus P63

1. Cultivo em aveia (750 g) por 30 dias
2. Extragéo com MeOH (8 h) e maceragéo
3. Filtragao

Extrato MeOH

4. Evaporagdo
5. Partigao com n-hexano (3x)

Fragao Hexanica Fragao MeOH

6. Concentrago do volume de MeOH
7. Partigao em ACOEUH;0 (3 x)

Reservada

Fragéo ACOEt
579g

8. Separago em coluna de Silica Gel

Eluigdo (MeOH:CH,Cly): 0,5% : 99,5%, 1% : 99%, 15%
98,5%, 2% : 98%, 2,5% : 97.,5%, 3% : 97%, 3,5% : 96,5%,
4% 96%, 4,5% : 95,5%, 5% : 95% e 100% MeOH
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Gradiente: radiente:
0,5% : 99,5% a 4% : 96% | | 4.5% : 95,5% a 100% MeOH

Fragdes contendo beauvericina:
389

9. Coluna Sephadex LH-20 eluida com
10 8 9)

10. 0 por HPLC-DAD em
inertSustain C18 5 um, 10 x 250

Analises espectroscopicas de
HPLC-UV-MS e RMN de H
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Ensaio de peroxidacgao lipidica nos estudos
in-vivo

Promastigotas de L. amazonensis na fase de
crescimento logaritmico foram incubadas com
BVA na concentragdo de ECs ou apenas com
meio (grupo controle ndo tratado) por 24 horas.
Em seguida, 38,5 x 10° células foram
centrifugadas a 1.500 x g por 6 minutos a 24
°C, lavadas com PBS 1x e lisadas usando
tampado M-PER™. Apds repetidas agitagdes
em vortex e incubacdo no gelo, os extratos
foram centrifugados a 14.462 x g por 10
minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado.
A concentragdo de proteina foi determinada
pelo método de Bradford (595 nm).

Para avaliar a peroxidagdo lipidica, as
amostras foram tratadas com citrato e FeSO.,
incubadas a 50 °C e, em seguida, reagidas
com tampao TB1 e acido ortofosférico.
Posteriormente, foram aquecidas a 95 °C. A
fase cromofora foi extraida com butanol, e a
absorbancia foi medida a 532 nm em
espectrofotdmetro.

Resultados

A beauvericina péde ser detectada por analises
por HPLC-UV-MS. O sinal cromatografico
apresentou espectro de massas com ion
[M+H]" em 784 m/z, de acordo com dados da
literatura*. Apds a purificagdo cromatografica
da beauvericina, esta foi obtida em quantidade
de 0,342 g.
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Figura 2: Cromatograma da purificagédo da
beauvericina (sinal ressaltado).

A analise dos espectros de massas e de RMN
'H permitiram confirmar que o composto
isolado é a beauvericina.

Os ensaios adicionais in-vivo realizados até o
momento indicaram que a absorbancia da
amostra controle positivo (amostra com maior
teor de proteina mais citrato e FeSO.) foi
definida como 100%, confirmando a formacgao
de produtos de peroxidagao lipidica. Amostras
tratadas com beauvericina apresentaram um
pequeno aumento de 20% na peroxidacdo em
comparagao aos  respectivos  controles
negativos (células controle n&o tratadas).
Esses dados sugerem um leve aumento no
estresse oxidativo induzido por BVA em
promastigotas de Leishmania amazonensis.

Conclusoes

O isolamento da beauvericina a partir do meio
de cultivo do fungo A. terreus P63 foi realizado
de maneira satisfatoria, obtendo-se mais de
300 mg do produto puro. Os resultados iniciais
destes ensaios, indicam que a beauvericina
induziu um aumento de 20% no estresse
oxidativo nas promastigotas de L.
amazonensis, O que sugere que seu
mecanismo de agdo pode envolver a geragéao
de danos oxidativos as membranas. Dessa
forma, pode ser sugerido que o uso da
beauvericina causa perda de integridade da
membrana e eventual morte do parasita.
Todavia, testes adicionais deverdo ser
realizados para confirmar os dados obtidos.
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