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“What we know is a drop, what we don't know is an ocean.’

Isaac Newton

“«“

ay que unirse, no para estar juntos, sino para hacer algo juntos”.

Juan Donoso Cortés



RESUMO

MONSALVE , F. Avaliacéo da producéo de estatinas e compostos antimicrobianos por
fungos isolados de cana de acUcar em cultivo semi-sélido. 2015. 93 f. Dissertacdo
(Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo,
Sé&o Paulo, 2015.

As estatinas s@o 0s agentes mais eficazes para a redugdo de colesterol no tratamento de
doencas cardiovasculares, e algumas destas moléculas podem ser produzidas através de
processos biolégicos como o cultivo semi-sélido de fungos filamentosos. O objetivo deste
estudo foi determinar a capacidade de producéo de estatinas e compostos antimicrobianos por
cinco cepas de fungos isolados de cana de aglcar. Para isso, extratos obtidos a partir do
tratamento dos cultivos fungicos e do substrato (Farelo de trigo) com uma solucdo de
acetonitrila e agua (2:1), foram analisados por métodos analiticos como cromatografia liquida
de alta eficiéncia e ressonancia magnética nuclear para determinar a presenca ou auséncia de
estatinas nas amostras. Adicionalmente, os extratos foram testados contra diferentes modelos
biologicos incluindo bactérias, leveduras, fungos filamentosos, células de ovario de hamster
chinés, e parasitas como Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi. De acordo com o0s
resultados obtidos, os cinco fungos avaliados ndo produzem estatinas, € em relagdo ao
biomonitoramento dos extratos, foi observado que o extrato de farelo de trigo gerou um efeito
antiparasitario, que além de ser uma novidade, destaca-se como um resultado positivo que
poderia contribuir na busca de compostos para o tratamento de doencas negligenciadas. Os
extratos dos cultivos fungicos também apresentaram atividade antiparasitaria, no entanto, ndo
foi possivel determinar se os compostos produzidos pelos fungos poderiam gerar efeito
obtido, levando em conta que ndo € possivel separar a biomassa fungica do substrato dos
cultivos (farelo de trigo).

Palavras-chave: Estatinas. Cultivo semi-sélido. Antimicrobianos. Fungos filamentosos.
Farelo de trigo.



ABSTRACT

MONSALVE, F. Production of statins and antimicrobial compounds in solid state
fermentation by fungi isolated from sugar cane plants. 2015. 93 p. Masters thesis
(Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2015.

Statins are the most effective cholesterol lowering agents for the treatment of cardiovascular
disease, and some of these molecules can be produced through biological process such as the
solid state fermentation. The aim of this study was determinate the capability of production of
statins and antimicrobials compounds by five strains of fungi isolated from Brazilian sugar
cane. For this purpose, extracts obtained from treatment of the fungi cultures and from the
substrate (Wheat bran) with a solution of acetonitrile and water (2:1) were analyzed through
analytical methods as HPLC and NMR in order to determinate the presence or absence of
statins; in addition, the extracts were tested against different biological models including
bacteria, yeast, filamentous fungi, chinese hamster ovary cells, and parasites such as
Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. According to the results obtained, the five
fungal strains tested did not produce statins, and the wheat bran extract produced a biological
effect against the parasites, which besides being a novelty, stands out as a positive result that
could contribute in the research of new compounds for the treatment of neglected diseases. It
was not possible to determine if the fungal strains could produce an antiparasitic activity,
considering that it is not possible separated the fungal biomass from the substrate to obtain the
extracts.

Keywords: Statins. Solid state fermentation. Antimicrobials. Filamentous fungi. Wheat bran.
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1 INTRODUCAO

Os policetideos fungicos representam um grupo estruturalmente diverso de moléculas
que exibe atividades biol6gicas importantes tais como antibi6ticos, imunossupressores e
antihelminticos. Entre estas biomoléculas encontram-se as estatinas, consideradas como a
classe mais importante produzida pela via biossintética policetideo sintetase (PRAVEEN e
SAVITHA, 2012). Estas biomoléculas sdo inibidores da primeira enzima comprometida na
via do mevalonato, a 3-hidroxi-metilglutaril CoA redutase (HMG-CoA), sendo considerada
uma enzima chave na via de producédo de colesterol (OSMAK, 2012). Estes inibidores podem
ser divididos em: estatinas naturais, seus derivados semi-sintéticos, e as estatinas de origem
sintética, cujas estruturas sdo bastante diferentes das estatinas naturais (Figura 1). Apenas o
anadlogo da HMG-CoA, responsavel pela inibicdo da HMG-CoA redutase, € comum entre as
estatinas naturais e sintéticas (BARRIOS-GONZALES; MIRANDA, 2010).

HiC = < s
L / H H i HiC /,,,,' H H o

Estatinas naturais
o
o

HC CH,

Fluvastatin Atorvastatin Cerivastatin

HC

N
N\
e

la

o

Pitavastatin Rosuvastatin

Figura 1- Estrutura quimica das estatinas (SCHACHTER, 2004).
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Dentro do grupo das estatinas naturais destaca-se a lovastatina, que foi a primeira
estatina aprovada como medicamento anti-hipercolesterolémico pela “Food and Drug
Administration” (FDA) dos Estados Unidos em 1987 (PANSURIYA e SINGHAL, 2010).
Esta biomolécula é um metabdlito secundario de origem flngica que pode apresentar-se de
duas formas (Figura 2), a forma lactona e a forma hidroxi-&cida, que é o resultado da
modificacdo da forma lactona e representa a molécula biologicamente ativa da Lovastatina
(PEI-LIAN, ZHI-NAN e PEI-LIN, 2007; SAMIEE et al., 2003).

Figura 2- Estruturas da Lovastatina (BIZUKOJC et al., 2012): a) Forma Hidroxi-acida (molécula ativa);
b) Forma lactona (Pr6-droga).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 17,3 milhdes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares (DCV) em 2008 e prevé-se que 23,6 milhGes de
pessoas vdo morrer no ano de 2030 a causa deste tipo de doencas, sendo prevista para ser a
principal causa de morte (WHO, 2013). Uma das razbes para esses Obitos € a
hipercolesterolemia, e seu tratamento tem como alvo a diminuicdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), que pode ser atingida por medicamentos quando a dieta e o exercicio
falham (PRAVEEN e SAVITHA, 2012). Segundo Osmak (2012), as estatinas constituem o
principio ativo de medicamentos tais como: Mevacor® (Lovastatina), Zocor® (Simvastatina),
Compactin® (Mevastatina), Lescol® (Fluvastatina), Pravachol® (Pravastatina), Lipitor®
(Atorvastatina), Crestor® (Rosuvastatina) e Baycol® (Cerivastatina), sendo 0s agentes mais
eficazes para reduzir o colesterol durante o tratamento de doencas cardiovasculares, o que é
refletido no enorme sucesso médico e comercial, gerando bilhdes de délares em vendas anuais
(ZHANG et al., 2013b).
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A partir do ano 2000, as patentes que cobrem as principais estatinas comegaram a
expirar, caso da patente da Lovastatina que expirou em 2001, Pravastatina e Simvastatina em
2006, Atorvastatina 2010, Fluvastatina em 2011 e Rosuvastatina em 2012. E previsto que a
concorréncia com as versdes genéricas, juntamente com os avangos tecnoldgicos irdo reduzir
0s precos das estatinas, tornando-as mais viaveis economicamente (BARRIOS-GONZALES;
MIRANDA, 2010).

Varios microrganismos tém sido reportados como produtores de Lovastatina, tais
como espécies de Penicillium, Monascus, Hypomyces, Doratomyces, Phoma, Eupenicillium,
Gymnoascus, Trichoderma (JAHROMI et al., 2012). No entanto, apenas linhagens de
Aspergillus terreus foram implementados com sucesso para a producdo em escala industrial,
sendo a espécie mais reportada na literatura referente a producdo de Lovastatina
(PANSURIYA e SINGHAL, 2010). Tradicionalmente, a producéo foi realizada mediante
cultivos em meio liquido, no entanto, a producdo em cultivo semi-solido surgiu recentemente
como uma tecnologia atrativa para a producdo de enzimas, esporos e diferentes metabolitos
secundarios como antibioticos, pigmentos, anticorpos, entre outros, provenientes de fungos e
actinomicetes. Embora os cultivos em semi-solido tenham sido amplamente utilizada desde a
antiguidade, nos ultimos 20 anos este tipo de técnica de cultivo foi modernizada (BARRIOS-
GONZALES, 2012), permitindo assim ter um maior controle do processo. Este processo
acontece na auséncia ou quase auséncia de agua livre, que assegura 0 crescimento e
metabolismo apropriado dos microrganismos, mas ndo excede a capacidade maxima de
retencdo de agua da matriz solida (SCHMIDT e FURLONG, 2012). Estas sdo condicdes
semelhantes a0 meio ambiente natural no qual estes microrganismos estdo adaptados
(HOLKER, HOFER e LENZ, 2006). Vérios estudos comparativos demonstraram que 0S
cultivos em semi-sélido apresenta vantagens sobre os cultivos em meio liquido, como: i) a
obtencdo de maior produtividade e rendimento em menor tempo, ii) maior concentracdo e
estabilidade do produto, menor custo do substrato, iii) menor consumo de agua e energia no
processamento “up-stream” e no processamento “downstream” (HU et al., 2011; JAHROMI
et al., 2012; VALERA et al., 2005). A FDA aprovou os cultivos de microrganismos em semi-
s6lido como processo para a producdo de medicamentos de origem flngica, e recentemente a
companhia biofarmaceutica Biocon India Ltd, comecou a produzir diferentes metabolitos por
cultivos deste tipo em escala industrial, incluindo a Lovastatina.

Podem distinguir-se dois tipos de sistemas de cultivo em semi-sélido segundo a
natureza da fase sélida usada: a) Cultivos sobre substratos naturais, que é o sistema mais

comum, e b) Cultivos em suportes inertes impregnados com meio de cultura liquido. A
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empresa Biocon India Ltd. produz Lovastatina usando o primeiro tipo de sistema de produgéo
mencionado, cultivando a cepa A. terreus em farelo de trigo, que tem a funcdo de suporte e de
substrato (BANOS et al., 2009). Diferentes substratos naturais estdo sendo avaliados para a
producdo de Lovastatina incluindo: grdos de sorgo, farelo de trigo, arroz e residuos
agroindustriais, cujo processamento inclui a queima para a eliminagdo e/ou geracdo de
energia, compostagem, alimento para ruminantes, entre outros (VARELA et al., 2005). Estes
residuos sdo potenciais substratos econdmicos para a producdo de produtos de interesse
biotecnoldgico.

Estudos recentes apontando efeitos pleiotrépicos das estatinas vém despertando
interesse da comunidade médica (MIHOS e SANTANA, 2011). Estes efeitos séo atribuidos a
varios processos que resultam da inibicdo da HMG-CoA redutase, incluindo outros efeitos
como: anti-inflamagdo, imunomodulagdo, neuroproteccdo (contra doenca de Alzheimer;
doenca de Parkinson), melhoramento do metabolismo 6sseo (contra esclerose multipla) e
atividade antitumoral (WANG et al., 2011; ZHANG et al., 2013a). Alem das aplicacOes
clinicas, outros estudos demostraram que a Lovastatina tem efeitos positivos na mitigacdo de
emissdes de metano (CH4) de origem entérico, produzido por arqueas metanogénicas em
ruminantes. A producdo de metano ruminal tem impacto ambiental negativo e representa entre
2 e 15% de perda de energia na dieta dos animais hospedeiros. Outros agentes atenuadores
como acidos organicos, ionoforos, acidos graxos, e vacinas, foram testados, mas tem uma
limitada aplicacdo, principalmente porque, além de suprimir a producdo de metano, diminuem
a digestibilidade de nutrientes, tendo um efeito negativo sobre a saude humana e animal, ou
ndo sendo economicamente aceitaveis (JAHROMI et al., 2012; WOLIN e MILLER, 2006).

Os produtos de origem natural sdo de grande importancia na descoberta de farmacos e
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de diferentes tipos de doencas, sendo 0s
fungos e os actinomicetes as fontes principais da area microbiolégica (HARVEY, 2008).
Muitas vezes estes tipos de compostos sdo biologicamente mais amigaveis, devido a sua
co-evolucdo com os locais alvos em sistemas bioldgicos, isto como consequéncia das
interacdes entre 0s organismos e o seu ambiente (MISHRA e TIWARI, 2011). Recentemente,
os esforcos de pesquisas de produtos naturais perderam popularidade em muitas das principais
empresas farmacéuticas e, em alguns casos, foram substituidas pela triagem de alto
rendimento de compostos, e a disponibilidade de bibliotecas de compostos gerados por
quimica combinatoria (GULLO e HUGHES, 2005). Esta perda de interesse poderia ser
atribuida ao enorme esforco e despesa que é necessario para escolher uma fonte bioldgica,

isolar os compostos ativos, decifrar suas estruturas, e comegar o longo caminho para o
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desenvolvimento de produtos (HARVEY, 2008; STROBEL e DAISY, 2003). Segundo
Rishton (2008), a triagem de produtos naturais tem sido considerada por muitos como
impraticavel e obsoleta na arena da triagem bioquimica moderna, no entanto deve-se salientar
que os produtos naturais oferecem uma diversidade incontavel de estruturas quimicas
inigualaveis, cujo efeito pode ser melhorado mediante o uso de processos quimicos
(STROBEL e DAISY, 2003).

Atualmente ha uma chamada geral para o desenvolvimento de novos antibiéticos,
agentes quimioterapicos e drogas mais eficazes no tratamento de infe¢des negligenciadas, o
que € de especial interesse no Brasil, a nacdo do hemisfério ocidental lider em termos do
namero de seus cidaddos vivendo com doencas tropicais negligenciadas (20 milhdes), como a
doenca de Chagas, leishmaniases em suas duas formas (cuténea e visceral), esquistossomose,
filariose linfatica, lepra e malaria (HOTEZ e FUJIWARA, 2014).

Em vista da importancia que representam as estatinas em diversas areas, 0 presente
projeto tem como base o0s resultados prévios obtidos na tese de Doutorado de Rojas (2010),
realizada no Laboratorio de Bioprodutos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de Sdo Paulo (USP). Neste trabalho foram triados fungos isolados de cana de
acucar, selecionando um grupo em particular pela presenca de sequéncias similares a genes
policetideo sintetase (PKS), especificamente do grupo monofilético dos PKS envolvidos na
producdo de policetidos reduzidos, como a Lovastatina. Os resultados ofereceram fortes
indicios quanto a possiblidade de produzir estatinas, especialmente a Lovastatina, razdo pela
qual pretende-se avaliar a capacidade dos fungos filamentosos selecionados para produzir este
tipo de molécula, assim como avaliacdo da co-producdo de compostos antimicrobianos,
considerando que nos processos bioldgicos podem ser produzidos diferentes tipos de

compostos simultaneamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de producdo de moléculas tipo estatinas por fungos filamentosos

isolados de cana de agucar mediante um cultivo em semi-solido.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir os extratos brutos a partir do cultivo em semi-sélido do grupo de fungos

filamentosos selecionados assim como da matriz utilizada como suporte e substrato.

e Avaliar a atividade biologica dos extratos obtidos frente a cepas de bactérias, fungos,

parasitas, e células de mamifero.

e Selecionar os extratos que apresentem as atividades bioldgicas mais representativas

visando purificar e caracterizar as biomoléculas de interesse.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas

3.1.1 Fungos filamentosos

As cepas fangicas utilizadas neste estudo foram: 1) Cepa controle Aspergillus terreus
(CBMAI 0193) da Colecéo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAIL),
localizada na cidade de Campinas — Brasil; 2) Grupo de fungos isolados de cana de agucar
pelo Laboratério de Bioprodutos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo (USP) e posteriormente depositados na
CBMAI: Saccharicola sp. (CBMAI 1030); Fusarium sp. (CBMAI 1015); Trichoderma sp.
(CBMAI 1018); Aspergillus flavus (CBMAI 1023) e Penicillium pinophilum (CBMAI 1022).
Para o teste de atividade antifungica foi utilizada a cepa de Mucor sp. do Laboratorio de
Bioprodutos do Departamento de Microbiologia do ICB/USP.

3.1.2 Bactérias

Foram utilizadas a cepas Escherichia coli (ATCC 13706) e Bacillus subtilis do
Laboratorio de Bioprodutos do Departamento de Microbiologia do ICB/USP.

3.1.3 Levedura

Foi utilizada a cepa Candida albicans SC5314 do Laboratorio de Quimioterapia

Antifangica do Departamento de Microbiologia do ICB/USP.
3.1.4 Parasitas
3.1.41FASE |
Foram utilizadas as cepas CL14 de Trypanosoma cruzi do Laborat6rio “Unit for Drug
Discovery” do Departamento de Parasitologia do ICB/USP; e a cepa M2269 de Leishmania

amazonensis do Laboratério de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do
ICB/USP.
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3.1.4.2 FASE 11
Foi utilizada a cepa Y de Trypanosoma cruzi do Laboratério de Toxicologia Aplicada
do Departamento de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de S&o
Paulo, Brasil.
3.1.5 Células de mamifero
Foi utilizada a linha celular de Células de Ovario de Hamster Chinés (CHO-K;) do
Laborat6rio “Unit for Drug Discovery” do Departamento de Parasitologia do ICB/USP, usada

como padrédo nos protocolos dos testes de citotoxicidade do laboratério mencionado.

3.2 Processo de producdo das estatinas

Para avaliar a capacidade de producéo de estatinas do grupo de fungos filamentosos
selecionados, foram realizados cultivos em estado semi-solido nas mesmas condigdes de
cultivo (temperatura, umidade, substrato), utilizando a linhagem Aspergillus terreus (CBMAI
0193) como controle positivo, descrita em numerosos estudos como produtora de Lovastatina
(BARRIOS-GONZALES, 2012).

3.2.1 Intculo
3.2.1.1 Método | (Metodologia proposta por Quevedo et al. 2012)

Foi realizado in6culo de um grama (1 g) da biomassa obtida do cultivo estatico de
cada um dos fungos em Erlenmeyers de 250 mL com 50 ml de caldo farelo de trigo (175 g/L).
O tempo de incubacdo foi de 15 dias a 28 °C.
3.2.1.2 Método I

Inoculacdo de 10 discos de agar (5 mm) farelo de trigo com o fungo crescido, obtidos

de cultivos em placa a 28 °C durante 7 ou 15 dias, dependendo das caracteristicas de

crescimento de cada fungo.
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3.2.2 Condigdes do cultivo semi-solido

(O farelo de trigo foi selecionado como substrato e suporte dos cultivos, e foi obtido do mercado local da
cidade de S&o Paulo, Brasil).

Foram colocados 10 gramas do farelo de trigo em Erlenmeyers de 250 ml,
autoclavando o material a 121 °C durante 40 minutos. O indculo foi adicionado ao meio de
cultivo estéril, e o contetdo de umidade foi ajustando entre 60 e 65%. O tempo de incubagdo
avaliado para cada fungo foi de 7 e 15 dias, a 28 °C, com porcentagens de umidade relativa
entre 85 e 90% (cdmara Umida). Como controle abidtico dos experimentos, 10 gramas de

farelo estéril foram incubados nas mesmas condic6es de cultivo dos fungos.
3.3 Procedimentos analiticos
3.3.1 Determinacgéo da porcentagem de umidade e de biomassa

Na determinacéo da umidade final dos cultivos, 10 gramas de cada cultivo (mistura de
farelo de trigo com o fungo crescido) foram secos a 40 °C durante 48 horas. A porcentagem

de umidade foi determinada segundo a formula descrita por Barios et al., (2009):

1

1

| ) Massa de amostra imida — Massa da amostra seca

! % de umidade = X 100
1
1
1

Massa de amostra imida

No calculo foi considerada a umidade inicial do farelo de trigo, e assim como as
alteracdes geradas na etapa de esterilizacdo (autoclavagem).
A biomassa foi determinada segundo a diferenca dos valores de peso seco do final dos

cultivos em relacdo ao peso seco inicial.

3.3.2 Analise elementar (C, N, H) do farelo de trigo e dos cultivos dos fungos
Trichoderma sp., e Penicillium pinophilum.

Segundo o protocolo da Central Analitica do Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade de S&o Paulo, 1 mg das amostras pesadas em balanga analitica em um cadinho
de estanho, foram lacradas e foram introduzidas no Analisador Elementar (Perkin-Elmer

Modelo 240 CHN series I1) o qual € submetido a combustdo em atmosfera de oxigénio puro
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na presenca de gas hélio como arraste a 925 °C. Os gases produzidos, Gas Carbonico, Agua e
Oxidos de Nitrogénio, sdo arrastados até um tubo contendo Cobre puro, no qual os 6xidos de
Nitrogénio sdo reduzidos a gas Nitrogénio. Estes gases sdo separados em coluna
cromatogréfica e detectados por Detector de Condutividade Térmica e comparados 0s sinais
produzidos com padrdes previamente analisados. O resultado produzido se da em
porcentagem de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio.

3.3.3 Obtencao dos extratos

Foram avaliados dois protocolos para obter os extratos dos cultivos fangicos e do
controle de farelo de trigo. No primeiro protocolo, 10 gramas dos cultivos foram tratados com
nitrogénio liquido e triturados em morteiro até formar uma pasta. No segundo protocolo, 10
gramas dos cultivos foram secos a 40 °C durante 48 horas, e triturados em mortero até formar
po. Trés gramas de cada um dos materiais obtidos pelos procedimentos mencionados foram
tratados com uma solucédo de acetonitrila e agua (2:1), e sonicados em banho ultrassénico (25
kHz) durante 30 minutos. Apos, as misturas obtidas foram agitadas durante 12 horas, e
centrifugadas a 5000 g, a 4 °C, durante 20 minutos. Os pellets foram descartados e 0s
sobrenadantes foram filtrados em filtros de celulose regenerada de 47 mm de didmetro e poro
com diametro de 0,45 um. Posteriormente, os extratos filtrados foram concentrados a 45 °C

em rotaevaporador e armazenados a 4 °C.

3.3.4 Determinacdo da presenca de estatinas nos extratos

3.3.41ETAPAI

As amostras concentradas foram resuspendidas em 2 mL de acetonitrila 100% e
analisadas mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), usando um sistema
Shimadzu Prominence equipado com um detector Diode Array e uma coluna Novapack C18
(250 x 4.6mm i.d., 5 pm); No método de gradiente desenvolvido, o tempo das corridas foi de
70 minutos, com uma fase movel de acetonitrila e dgua, e com um fluxo de 0,8 mL/min.
Como controles foram utilizadas solucdes padréo de Lovastatina (50 ul/mL) comercial Merck
(Merck S.A., Séo Paulo, SP., Brasil) em sua forma lactona (Prodroga) e em sua forma
hidroxiacida (forma ativa da molécula) que foi gerada a partir da forma lactona utilizando a

metodologia proposta por Friedrich et al. (1995).
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3.3.4.2 ETAPA I

Baseando-se nas analises dos cromatogramas obtidos na etapa I, e dos resultados da
atividade bioldgica dos extratos, foram selecionados os extratos dos cultivos dos fungos
Trichoderma sp. e Penicillium pinophillum, e o extrato de farelo de trigo (controle) para assim
dar continuidade nos testes de caracterizagcdo das amostras, visando caracterizar as amostras e
purificar fracGes de interesse. Os extratos foram produzidos segundo as condicdes de cultivo
ja padronizadas, e foram fracionados em colunas Sep-Pak C18 da Waters. A lavagem das
colunas foi realizada inicialmente com 10 mL de acetonitrila 100%, seguido de 15 mL acetato
de etila 100%; gerando assim duas fracdes por cada extrato (Figura 3). As seis fracdes obtidas
foram concentradas e analisadas em colaboracdo com o Laboratdrio de Quimica Biorganica
da UNIFESP coordenado pelo Professo Doutor Joao Lago, atraves de técnicas analiticas como
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC), CLAE, Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), e Ressondncia magneética nuclear de
hidrogénio (RMN-"H).

EXTRATO BRUTO

|

| Farelo de trigo | | Cultivo Trichodermasp. | | Cultivo Penicillium pinophillum |
(ACN) ,_ (AcEt) (ACN) ,—‘; (AcEY) (ACN) (AcEt)
1 3 4 5

L ] I

| L |

| cLag | | RuN@) | CG/EM

Figura 3- Fluxograma da etapa Il da determinacéo da presenca de estatinas nos extratos. Acetonitrila (ACN);
Acetato de etila (AcOELt); Cromatografia de camada delgada (CCDC); Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE); Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM); Resson&ncia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN-'H).
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3.3.4.2.1 Cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC)

As placas de cromatografia em camada delgada comparativa foram utilizadas
cromatofolhas de gel de silica 60 F254 sob suporte de aluminio da Merck, e o sistema de
solventes foi Hexano: Acetato de etila (7:3). Nas revelagdes das placas foram utilizadas,
irradiacdo no ultravioleta (254 e 356 nm), solucdo aquosa cida de sulfato cérico (2,6 mg/mL)
e vapores de iodo.

3.3.4.2.2 Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras filtradas foram analisadas mediante cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), usando um sistema Shimadzu Prominence equipado com um detector
Diode Array e uma coluna CLC-C8 (250 x 4,6mm i.d., 5 um); No método desenvolvido
gradiente, o tempo das corrida foi de 50 minutos com uma fase movel de acetonitrila e agua

(2:1), com um fluxo de 1,0 mL/min.

3.3.4.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN-H+)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H foram registrados em
espectrometro Ultrashield 300 Bruker advance 111 operando a 300 MHz. Como solvente foi
utilizado Dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-d6) com tetrametilsilano (TMS.

3.3.4.2.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Todas as andlises foram realizadas em aparelho Shimadzu GCMS-QP2010 Plus,
equipado com injetor tipo “split”, coluna Rtx-5MS (silica fundida, 30 m, 0,25 mm D.I., 0.25
um de espessura de filme; Restek, Co., EUA) e detector por ionizagdo em chama acoplado a
um detector de massas com fragmentacdo por impacto de elétrons a 70 eV. Os parametros
operacionais foram: temperatura do detector e injetor de 280 °C. A temperatura da coluna de
180 °C por 10 min foi programada a 2 °C/min até 210 °C e 10 °C/min até 280 °C por 2 min.
A pressao do gas de arraste (He) foi ajustada de modo a obter velocidade linear de 25,0 cm/s
(1,0 mL/min). A vazdo na purga do septo foi mantida em 1,0 mL/min. O parametro testado na
CG-EM foi temperatura inicial da coluna, 180 °C [Gradiente 1: 180 °C (10’) + 2 °C/min até
210 °C (20%) + 10 °C/min até 280 °C (27)].
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3.4 Avalicao da atividade biol6gica dos extratos

3.4.1 Testes de atividade antibacteriana

As bactérias foram cultivadas em caldo Mueller Hinton a 37 °C, 150 rpm, durante 10
horas. Aliquotas de 100 pL das diluicdes dos cultivos com uma densidade 6tica de 0,2 a
600 nm foram inoculadas, e espalhadas com alca de Drigalski em placas de Petri com agar
Muller Hilton. Posteriormente, foram colocados sobre a superficie do agar varios discos de
papel filtro estéril de 5 mm de didmetro que foram impregnados com 10 L de cada extrato
fungico (2 mg/mL), e com o controle de acetonitrila 100% e do extrato de farelo de trigo
(2 mg/mL). As placas foram incubadas durante 10 horas a 37 °C, monitoradas a cada 2 horas.

3.4.2 Teste de atividade antifungica sobre Mucor sp.

A partir de uma placa de Petri com o fungo Mucor sp. crescido sobre agar Sabouraud
durante 15 dias a 28 °C, foi feita uma suspencéo de conidios utilizando 10 mL de uma solucgéo
0,85% (°/,) de Cloreto de sodio (NaCl), cujo nimero foi determinado com a contagem em
camara de Neubauer, e ajustado mediante dilui¢des até obter uma concentracéo final de 1x10°
conidios/ml. Aliquotas de 100 uL da suspensao de conidios foram inoculadas, e espalhadas
com alca de Drigalski em placas de Petri com agar Sabouraud. Apds, na superficie das placas
foram colocados canudos de 5 mm de didmetro, que foram inoculados com 50 uL de cada
extrato concentrado, e com 50 pL dos extratos a 2.0 mg/mL. Como controles foram utilizados
o acetonitrila 100% e extrato de farelo de trigo a 2.0 mg/mL. As placas foram incubadas

durante 7 dias a 28 °C, monitoradas a cada dia.

3.4.3 Teste de atividade antifingica sobre Candida albicans

(Metodologia padrao do Laboratério de Quimioterapia Antifingica do Departamento de Microbiologia
do ICB/USP)

O ensaio foi feito segundo o método de microdiluicdo em caldo para o estudo de
susceptibilidade antifungica de leveduras (CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008). Em microplaca de 96 pocos de fundo chato, as leveduras foram tratadas com
os extratos (2,0 — 0,1 mg/mL) diluidos em série 1:2, incubadas a 35 °C durante 48 horas,

utilizando como controle positivo de inibi¢cdo do crescimento o farmaco padrdo fluconazol
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(64 pg/mL); os controles adicionais foram o extrato de farelo de trigo (2 mg/mL), o

acetonitrila 100%, leveduras sem tratar e meio de cultura (RPMI) sem inocular.

3.4.4 Teste de atividade antiparasitaria sobre Leishmania amazonensis
(Metodologia padrédo do Laboratério de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/USP)

Foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes (0,2 mg/mL e 2,0 mg/mL) dos
extratos (fangicos e do farelo de trigo) sobre a proliferacdo de promastigotas de
Leishmania amazonensis em uma concentracdo de 3 x 10° parasitas/mL; os controles foram
parasitas ndo tratados e parasitas tratados com acetonitrila 100%. Isto foi feito em meio 199,
incubando em microplacas de 96 pogos, a 25 °C durante 48 horas. Ap6s o tempo de
incubacdo, acrescentou-se em cada um dos pocos 30 puL de MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio), incubando por 2 horas a 25 °C. Por ultimo,
adicionaram 50 pL de SDS 20% e foi feita a leitura de densidade Gtica no comprimento de
onda de 595 nm, e de 690 nm como comprimento de onda de referéncia. Os valores das
absorbancias foram convertidos em porcentagens de sobrevivéncia relacionados com o0s
controles de proliferacdo de parasitas ndo tratados com os extratos, 0s que seriam equivalentes

a 100% de viabilidade celular.

3.4.5 Teste de atividade antiparasitaria sobre Trypanosoma cruzi

3.45.1 FASE |

(Metodologia padrao do Laboratério “Unit for Drug Discovery ” do Departamento de Parasitologia
do ICB/USP)

Formas epimastigotas de T. cruzi na fase exponencial de proliferacdo (5,0 — 6,0 x 10’
parasitas/mL) foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) a 28 °C. Aliguotas
com 2,5 x 10° parasitas/mL foram transferidas a microplacas de 96 pocos, cultivadas em meio
LIT e tratadas com diferentes concentraces dos extratos (2,0 — 0,2 mg/mL), atingindo um
volume final de 1 mL; cada experimento foi feito em quadruplicata. A proliferacéo celular foi
quantificada mediante leituras de densidade 6tica (DO) a 620 nm durante 8 dias. A DO foi
convertida em valores de densidade celular (parasitas/mL) usando a equacdo da regressao
linear previamente obtida em testes de proliferacdo. Como controle positivo de inibicdo da

proliferacdo foi utilizada uma solucéo de Rotenona (60 pM) e Antymicina (0,5 pM).
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Adicionalmente foram feitos controles com extrato de farelo de trigo (0,33 — 1,34

mg/mL), acetonitrila (0,1-1,0 uM) e parasitas nédo tratados.

3.4.5.2 FASE II

(Protocolo padrao do Laboratério de Toxicologia Aplicada do Departamento de Parasitologia do
Instituto Adolfo Lutz).

3.4.5.2.1 Cultivo in vitro

Formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram cultivadas em células LLC-MK2
com meio RPMI-1640, suplementado com 2% de SFB a temperatura de 37 °C em estufa com
5% CO, (KESPER et al., 2000; REIMAO et al., 2008).

3.4.5.2.2 Determinacao in vitro da concentracao inibitoria 50% (1Csp)

Os extratos selecionados segundo os resultados obtidos na etapa I da “Determinacao
da presenca de estatinas nos extratos”, foram dissolvidos em Dimetil sulféxido (DMSO), e
diluidos em meio de cultura em diferentes concentracdes (diluicdo seriada em base 2) a partir
de uma concentracéo inicial de 300 pg/mL; apos, foram e incubados com os parasitas para se
determinar as respectivas 1Cso. A concentragdo do solvente ndo ultrapassou 0,5% para nao
causar danos aos parasitas.

As amostras foram diluidas em série utilizando-se meio RPMI-1640, sem adi¢do de
antibioticos em placas de 96 pocos e em seguida formas tripomastigotas de T. cruzi foram
adicionadas na concentracdo de 1x10° parasitas/poco. As placas foram mantidas & temperatura
de 37 °C em estufa com 5% de CO, durante 24 horas. Ap0s esse periodo para a determinacao
da viabilidade dos parasitas, foi adicionado 20 pL de Alamar Blue® a 10%. As placas
permaneceram incubadas por mais 20 horas sobre as mesmas condicoes.

Ao final do ensaio, a leitura foi realizada por absorbancia em espectrofluorimetro de
placas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e
emissdo de 570 nm (Gehrke et al., 2013). Como controle positivo de inibicdo (100% de
células mortas), utilizou-se o farmaco padrdo Benzonidazol, devido sua utilizacdo na terapia
clinica; e como controle negativo de inibi¢do (100% de células vivas), utilizaram-se as células

néo tratadas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.4.6 Testes de citotoxicidade sobre Células de Hamster Chines (CHO)

(Metodologia padré&o do Laboratorio “Unit for Drug Discovery ” do Departamento de Parasitologia do
ICB/USP)

As células foram cultivadas durante 48 horas a 37 °C com uma atmosfera umidificada
com 5% de CO,, no meio de cultura RPMI suplementado com 0,15% (/) Na,COs, 100 pg/ml
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de SFB inativado com calor. Aliquotas de
5,0 x 10° células/mL foram transferidas a placas de 24 pocos, e cultivadas em meio RPMI
com diferentes concentracfes dos extratos fungicos (2,0 — 1,0 mg/mL), do extrato de farelo de
trigo (1,34 — 0,67 mg/mL) e do acetonitrila (0,1 — 0,7 uM), atingindo um volume final por
poco de 500 uL. A viabilidade celular foi determinada com o ensaio de MTT ap0s 48 horas de
incubagdo, no qual foram adicionados 50 puL de MTT (5mg/mL) a cada um dos pocos,
incubando por 3 horas. Apos, foram adicionados 200 pL de SDS 10% e foi feita a leitura da
DO no comprimento de onda de 595nm.

3.5 Determinacédo da espécie da cepa Trichoderma sp. (CBMAI 1018)

(Metodologia padréo do Laborat6rio de Micotoxinas do Departamento de Microbiologia do ICB/USP)

A determinacdo da espécie do fungo Trichoderma sp. (CBMAI 1018) foi feita pelo
Laboratorio de Micotoxinas do ICB/USP, mediante a andlise do sequenciamento do
fragmento da regido ITS, realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de S&o Paulo (USP). A separacéo eletroforética em capilar foi realizada em um
sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems), e as sequéncias consenso foram obtidas
usando o programa CodonCode Aligner Versao 3.7.1. (CodonCode Corporation, Centerville,

MA, EUA). A sequéncia obtida foi pesquisada no BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) de forma

a confirmar identificacdes preliminares.

3.6 Analise estatistica

O programa GraphPadPrism5 foi utilizado para construcdo dos graficos e seus ajustes,
segundo os resultados obtidos nos ensaios com T. cruzi, e com as células CHO. O método
ANOVA de uma via seguido do teste Dunnett’s foi utilizado nas analises estatisticas dos
tratamentos em relagdo ao controle ndo tratado. Para analise de diferenca de grupos foi

utilizado o teste Dunnett’s. O valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise elementar do farelo de trigo e dos cultivos dos fungos Trichoderma sp., e
Penicillium pinophilum

Segundo os resultados da analise elementar (Figura 4) das amostras de farelo de trigo
autoclavado e de farelo sem autoclavar, o processo de esterilizagdo ndo alterou as
porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio do substrato. No caso da comparacao entre
as amostras iniciais (dia zero) e finais (dia 7) dos cultivos dos fungos Trichoderma sp., e
Penicillium pinophilum, foi observado que as porcentagens dos elementos (C;H;N) néo
apresentaram diferencas significativas. A composi¢do geral do farelo de trigo é descrita na
revisdo feita por Apprich et al. (2014): Agua (12%); proteina (13,2 — 18,4%); graxas (3,5 —
3,9%); carboidratos totais (56,8%); acidos fenolicos (1%); e cinzas (3,4 — 8,1%); ressaltando
que os valores podem ter variagdes conforme a origem do farelo.

ANALISE ELEMENTAR
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Figura 4- Resultados do analises elementar (Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio) das amostras de farelo de trigo
(autocolavado e sem autoclavar), e das amostras iniciais (dia zero) e finais (dia 7) dos cultivos dos fungos
Trichoderma sp., e Penicillium pinophilum.

Os resultados obtidos nas analises sdo similares aos resultados descritos no trabalho de
Locci et al. (2008), no qual foram realizadas analises elementares de farelo trigo tratado com

o fungo filamentoso Pleurotus ostreatus. Apresentaram no dia zero de cultivo: 41,33% C,;
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7,95% H; 2,92% N; e do dia 15 de cultivo: 41,60% C; 8,51% H; 3,08% N. Apenas no dia 54
de cultivo foi observada uma diminui¢do na porcentagem de carbono das amostras (LOCCI et
al., 2008).

4.2 Obtencao dos extratos

A producdo dos extratos foi padronizada segundo os resultados obtidos a partir das
variagdes nas condicBes de cultivo (tipo de indculo e tempo de incubacdo) dos fungos, assim
como dos valores de biomassa obtida e do tipo de procedimento utilizado na extracdo dos
metabolitos intracelulares. Para isto, a principal ferramenta de comparacdo foram os perfis
dos cromatogramas dos extratos produzidos. Baseando-se no anterior, foi determinado que
entre tipos de indculos avaliados, o indculo com discos Agar com os fungos crescidos foi a
forma mais pratica, simples e efetiva, levando em conta o tempo total necessario no processo
de producdo (duas semanas a menos com este tipo de inoculo), assim como 0S recursos,
materiais e trabalho requerido na montagem dos experimentos.

Na comparacdo dos tempos de cultivo utilizando discos de Agar com os fungos
crescidos como inoculo, foram obtidos valores superiores de biomassa aos 15 dias de
incubacdo com a exce¢do do cultivo do fungo Trichoderma sp. (Figura 5). No entanto ao
comparar 0s cromatogramas foi observado que os perfis dos extratos obtidos aos 7 e 15 dias
de cultivo apresentaram minimas diferencas (Apéndice A). E por isso que ao considerar a
possibilidade de reduzir o tempo do processo de duas semanas para uma semana sem ter um
efeito negativo na producdo, foi determinado que os extratos a serem analisados, serdo

aqueles obtidos do sétimo dia de cultivo.
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Figura 5- Representacdo dos valores (gramas) de biomassa obtida ao final dos cultivos fangicos, calculados
segundo a diferenca de peso seco. (Azul= 7 dias de cultivo; Vermelho= 15 dias de cultivo).
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Para determinar os valores de biomassa formada neste tipo de cultivos sdo necessarios
métodos indiretos (DESGRANGES, VERGOIGNAN e GEORGES, 1991) tais como:
medidas de constituintes celulares como a quitina ou ergosterol; quantificacdo de &cidos
nucleicos; atividades enzimaticas, taxas de respiracdo, entre outros; ja que ndo é possivel
separar o0 substrato do fungo. Os dados de biomassa obtido ao final dos cultivos é relativo,
levando em conta que no calculo da diferenca das massas foi descontado a massa inicial do
farelo de trigo (10 gramas), valor que poderia ser menor considerando que o farelo de trigo
além de ser o suporte para o crescimento dos fungos, é o substrato.

Na avaliacdo do tipo de procedimento para a extragdo dos metabdlitos, foi
determinado que secagem das amostras a 40 °C seria 0 procedimento mais favoravel para o
processo de extracdo em comparacdo ao uso de nitrogénio liquido. Segundo as observacoes
dos perfis dos cromatogramas (Apéndice B), o tratamento das amostras com temperatura
permite obter extratos mais “limpos”, o que é de grande importancia nas etapas de deteccdo e

purificacdo dos metabdlitos de interesse.

4.3 Determinacdo da presenca de estatinas

43.1ETAPAI

Para determinar a presenca de estatinas nos extratos, foram feitas andlises de
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) comparando os perfis dos cromatogramas das
solucdes padrdo de Lovastatina em suas duas formas (prodroga e forma ativa) com os perfis
dos cromatogramas dos extratos (Apéndice C). O extrato do fungo controle A. terreus, como
era esperado, apresentou fraces no mesmo tempo de retencdo das solugcdes padrdo; estas
fracbes também apresentaram o mesmo perfil de espectro de absorcdo em comparacdo aos
padrdes (Apéndice C), o que acrescenta as possiblidades de que estas fracGes correspondam a
Lovastatina, embora para ter certeza ainda sdo necessarias outras analises para determinar
caracteristicas fisico-quimicas da molécula. Com a excecdo do extrato do cultivo de
Fusarium sp., os extratos dos cultivos fungicos apresentaram fracbes em tempos de retencédo
proximos ao padrdo da forma lactona (prodroga) da Lovastatina. No entanto ao comparar 0s
espectros de absorcdo, os perfis sdo totalmente diferentes ao espectro de absor¢do do padréo,

0 que poderia ser um indicio de que aquelas fracdes ndo correspondem a Lovastatina.
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4.3.2 ETAPA I

Nesta etapa, 0 extrato de farelo de trigo e os extratos dos cultivos dos fungos
Trichoderma sp. e Penicillium pinophillum foram selecionados para fazer analises que
permitissem confirmar a presenga ou ndo de estatinas nas amostras. O primeiro passo desta
etapa foi produzir novos extratos segundo as condicGes ja padronizadas. Adicionalmente, as
amostras foram fracionadas por colunas Sep-Pak C18, com o objetivo de limpar e fraccionar
0s extratos segundo a polaridade de seus compostos. No total foram obtidas 6 fragdes (2 por
cada extrato) que foram analisadas por CLAE. Segundo as analises dos novos perfis dos
cromatogramas (Apéndice D), as amostras ndo apresentaram fracGes proximas aos tempos de
retencdo das solucGes padrdo de Lovastastina, 0 que € um resultado diferente do observado
nos cromatogramas da ETAPA |, o que poderia ser consequéncia do fracionamento das
amostras nas colunas Sep-Pak, alem das modificacdes no desenho do método para as corridas,
incluindo a troca da coluna C18 por uma C8. No entanto, para confirmar isso, foram feitas
anélises de CCDC, RMN e GC em colaboracdo com o Laboratdrio de Quimica Biorganica da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) coordenado pelo Professor Doutor Jodo Lago.

Ao comparar os espectros das analises de RMN (Apéndice E) das 6 fragdes com o0s
resultados obtidos no trabalho de Holzgrabe, Diehl e Wawer (1998), as amostras nédo
apresentaram sinais caracteristicos de moléculas como a Lovastatina, 0 que confirma os
resultados obtidos no analises de CLAE.

Adicionalmente, foram detectados sinais caracteristicos de outros tipos de compostos
tais como: cetonas, lipopolisacarideos e principalmente acidos graxos, 0s quais nao sdo
detectados nas condicbes utilizadas nos analises de cromatografia de alta eficiéncia.
Considerando interferéncia da presenca dos acidos graxos nas amostras, foi selecionado o
extrato de cultivo de Trichoderma sp. para ser fracionado em 60 fracdes utilizando uma
coluna Sephadex LH-20, ja que foi o extrato com a maior massa disponivel (100 mg) para as
analises posteriores; isto gerou a necessidade de determinar a espécie do fungo para assim ter
ferramentais que contribuam na discussdo dos resultados. As fracdes foram analisadas por
CCDC e segundo os resultados foram selecionadas as fracdes 4, 8, 12 e 13 para serem
analisadas por RMN-'H. Os espectros das fracdes 12 e 13 apresentaram melhor resolucéo, no
entanto as graxas ainda permaneceram presentes, o que dificulta o analise dos espectros. Esta
técnica é de grande utilidade na determinacdo de estruturas moleculares de frag@es puras, no
entanto sua interpretacdo e uso sdo limitados nas analises de amostras complexas como 0s

extratos.
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4.4 Avaliacdo da atividade biolégica dos extratos
4.4.1 Testes de atividade antibacteriana

No teste feito com bactéria Bacillus subtilis, s6 o extrato (2 mg/mL) do cultivo do
fungo controle A. terreus gerou halos de inibicdo do crescimento da bactéria (Figura 6), com
um didmetro médio de 6 mm, descontando o diametro (5 mm) do disco de papel filtro. Os
controles com o acetonitrila 100% e com o extrato de farelo de trigo, ndo apresentaram halos
de inibicdo do crescimento, confirmando assim que o efeito de inibicdo do crescimento da

bactéria foi gerado por o extrato do cultivo fungo A. terreus.

l_Y_}
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Figura 6- Halos de inibicdo do crescimento da bactéria Bacillus subtilis tratada 10 pL do extrato (2 mg/mL) do
cultivo do fungo A. terreus. Imagem capturada ap6s 8 horas de cultivo.

No caso do teste feito com a bactéria E. coli, foi observado que os extratos fungicos, o
controle com acetonitrila 100%, e o controle com extrato de farelo de trigo, ndo apresentaram

efeito inibitorio do crescimento da bactéria (imagens ndo apresentadas).
4.4.2 Teste atividade antifungica sobre Mucor sp.

Neste ensaio, o fungo Mucor sp. foi utilizado como modelo considerando que segundo
Roze e Linz (1998), a Lovastatina desencadeia (indiretamente) neste fungo, um processo de
morte celular caracterizada pelo encolhimento celular, condensagédo, vacuolizacdo do
citoplasma, condenagdo da cromatina e fragmentagdo do DNA nuclear. Estas caracteristicas

assemelham-se a algumas das caracteristicas conhecidas da apoptose em células de mamifero
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e outro eucariotos. A causa desta ativacdo da morte celular programada é pela inibicdo
indireta da producdo de farmesil difosfato, precursor da producdo de colesterol em seres
humanos, ou ergosterol em plantas e microrganismos eucariéticos (MACREADIE et al.,
2006), que posteriormente impede a prenilacdo de proteinas como a MRas1, importantes para
o desenvolvimento morfolégico do fungo (ROZE et al., 1999).

A partir dos resultados do ensaio apresentados na Tabela 1, foi possivel observar que
aos 7 dias de cultivo o tratamento dos conidios com os extratos fungicos (2 mg/mL) nédo gerou
um efeito inibitério do crescimento. No entanto quando foram avaliadas as concentracfes
iniciais dos extratos, foi observado que os conidios do fungo Mucor sp. germinaram, mas o
crescimento radial de cada coldnia foi limitado e a superficie do &gar ndo foi totalmente
colonizada. Isto também foi observado na placa controle do experimento com os conidios
tratados com o acetonitrila 100%. Assim, foi determinado que a limitagcdo do crescimento ndo
foi gerada pelos extratos e sim pelo acetonitrila.

CULTIVO Extrato bruto Concentracéo padronizada
2,0 mg/mL

177,5 mg/mL

=

A. terreus

120,5 mg/mL

Saccharicola sp.




Fusarium sp.

44,75 mg/mL

Trichoderma sp.

A. flavus

P. pinophillum
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CONTROLES

A = Acetonitrila 100%
F= Extrato de farelo de
trigo

Tabela 1- Imagens dos cultivos (7 dias) dos conidos de Mucor sp. tratados com os extratos fungicos, utilizando
as concentracdes iniciais de cada extrato (Extrato bruto) e uma concentragdo padronizada de 2,0 mg/mL.

4.4.3 Teste de atividade antifungica sobre Candida albicans

A levedura Candida albicans é o principal agente gerador de candidiase sistémica
(KANEKO et al., 2013), é a quarta causa mais comum de infeccdo da corrente sanguinea
(Candidemia) em pacientes hospitalizados, como pacientes com queimaduras, oncoldgicos
neutropénicos, recém-nascidos prematuros e pacientes em recuperacao de cirurgia cardiaca ou
cirurgia abdominal (LIU et al., 2009). Atualmente, a incidéncia de infecGes causadas por
fungos oportunistas esta aumentando, assim como 0 aumento na resisténcia a varios dos
medicamentos utilizados no tratamento, o que gera uma grande necessidade de focar estudos
para o de desenvolvimento de novos farmacos e opcOes terapéuticas alternativas (CABRAL,
FIGUEROA e FARINA, 2013).

Dos seis extratos fungicos avaliados em Candida albincas, s6 o extrato (2 mg/mL) do
cultivo de A. terreus apresentou atividade inibitoria do crescimento da levedura. No entanto a
inibicdo gerada pelo extrato foi parcial, considerando que s6 até as 48 horas de cultivo foi
observada uma leve turbidez no poco da placa com as leveduras tratadas com o extrato do
fungo mencionado. O efeito observado poderia estar relacionado com a possivel producdo de
Lovastatina do fungo, ja que segundo Gyetvai et al. (2006) este tipo de estatina gera um efeito
fungistatico em C. albicans, alterando de forma negativa a fluidez da membrana como
resultado de modificacbes adaptativas na composicdo de &cidos graxos, fosfolipideos e
acumulo de intermediarios biossintéticos como o ergosterol. Vale ressaltar que os controles
com leveduras tratadas com acetonitrila 100% e com o extrato de farelo de trigo (2 mg/mL)

ndo apresentaram atividade inibitéria do crescimento.
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4.4.4 Teste de atividade antiparasitaria sobre Leishmania amazonensis

Parasitas do género Leishmania sdo 0s agentes etiologicos da leishmaniose, uma
doenca amplamente distribuida com uma prevaléncia de 12 a 14 milhdes de pessoas e uma
populacdo de risco de 350 milhdes de pessoas em 88 paises diferentes (DESJEUX, 2004).
Estima-se que anualmente ocorrem 1,3 milhdo de novos casos, e de 20000 a 30000 mortes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). O tratamento da leishmaniose depende de
varios fatores como a forma clinica da doenca, espécies de parasitas e localizacdo geogréfica;
usualmente sdo administrados compostos antimoniais altamente toxicos e pouco tolerados
(ARRUDA et al., 2005). A terapia com antimdnio penta valente é comumente associada com
altos indices de ndo conformidade, e a resisténcia do parasita a estas moléculas aumenta de
forma alarmante (ARRUDA et al., 2009). E por isso que os extratos produzidos neste estudo
foram testados contra os parasitas em colaboracdo com o Laboratério de Leishmanioses do
ICB/USP coordenado pela Professora Doutora Silvia Reni, contribuindo assim na busca de
compostos que possam ser alternativas terapéuticas.

Os resultados obtidos (Figura 7) apresentaram que 0s extratos (2 mg/mL) dos cultivos
dos fungos A. terreus, Fusarium sp., Trichoderma sp., e Penicillium Pinophilum, geraram as
menores porcentagens de sobrevivéncia das formas promastigotas dos parasitas com valores
de: 1%, 3%, 2% e 3% respectivamente.

E importante ressaltar que o extrato de farelo trigo também teve um efeito sobre
viabilidade dos parasitas, gerando uma porcentagem de sobrevivéncia dos parasitas de 45%.
Isto quer dizer que o resultado obtido com os extratos flngicos poderia ser a resposta do um
efeito sinérgico entre os compostos dos extratos fungicos e 0s compostos do farelo de trigo.
No caso do controle com acetonitrila, foi observado que o solvente ndo apresentou efeito

sobre a proliferacdo dos parasitas.
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% de VIABILIDADE CELULAR - Promastigotas de Leishmania amazonensis
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tratados

Figura 7- Viabilidade celular dos cultivos de formas promastigotas de Leishmania amazonensis tratados com
concentracoes de 0.2 mg/mL (Azul) e 2.0 mg/mL (vermelho) dos extratos fungicos e do extrato de farelo de
trigo. Em verde, o controle com os parasitas ndo tratados.

Porcentagem de sobrevivéncia (%)

Adicionalmente, foram feitas observacdes no microscopio otico (Tabela 2) dos pocos
com o0s parasitas tratados com o extrato do fungo A. terreus, e evidenciou-se que a
concentracdo de 2 mg/mL gera um efeito de lises sobre os parasitas; com concentracGes

menores a 2 mg/mL observou-se uma diminui¢cdo do nimero de parasitas, mas sem alteracdes
na morfologia.

Observacdes no microscopio 6tico

a) Parasitas tratados com o extrato do cultivo de b) Parasitas tratados com 0 extrato do cultivo de
A. terreus (2 mg/mL)

.}, ‘»"’: '\w)- "' 7
m‘»' e

> _‘7
o ;ﬁsf‘
24 SRR B A
Fragmento dos parasnas Ilsados Parasnas com as
parasitas ndo tratados (controle)

Tabela 2- Imagens microscopicas (20X) dos das formas promastigotas de Leishmania amazonenses tratadas com
0 extrato do cultivo do fungo A. terreus. Na figura a) os parasitas tratados com o extrato (2 mg/mL) foram
lisados. Na figura b) o extrato (0,25 mg/mL) foi observado uma diminuicdo da quantidade de parasitas em

comparacdo ao controle de parasitas ndo tratados. Nao foram observadas alteragbes na morfologia ou na
motilidade dos parasitas.
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4.4.5 Testes de atividade antiparasitaria com Trypanosoma cruzi - FASE |

Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da doenca de Chagas, que no mundo todo
afeta entre 7 e 8 milhdes de pessoas, a maioria habitantes de Latinoamérica onde a doenca é
endémica, (WHO, 2014). O parasita tem um ciclo de vida complexo que alterna entre um
inseto vetor e hospedeiros mamiferos (os seres humanos entre eles) e a evolugdo clinica da
doenca em seres humanos pode ser dividida em duas fases: aguda e crénica. Até 30% das
pessoas cronicamente infectadas desenvolvem alteracGes cardiacas, e até 10% desenvolvem
alteracOes digestivas, neurolgicas ou mistas que podem exigir tratamento especifico. Nos
anos posteriores, a infecgdo pode levar a morte subita ou insuficiéncia cardiaca causada pela
destruicdo progressiva do musculo cardiaco (DAMASCENO et al., 2014). O tratamento da
doenca depende de dois medicamentos que foram descobertos cerca de 40 anos atrés, o
nifurtimox e o benzonidazol. Ambas as drogas séo eficazes para o tratamento da fase aguda
da doenga. No entanto, sua eficacia diminui no tratamento da fase crénica, quando a maioria
dos pacientes é diagnosticada. Além disso, desvantagens para ambas as drogas tém sido
relatadas, como graves efeitos colaterais e mais recentemente, 0 surgimento de parasitas
resistentes ao medicamento (BOSCARDIN et al., 2010). Como exemplo, sé na Colémbia o
custo anual dos cuidados médicos para todos os pacientes com a doenca foi estimado em
cerca de 267 milhGes dolares em 2008 (WHO, 2014). Esses fatos reforcam a necessidade
urgente de intensificar a busca de novas drogas contra T. cruzi (URBINA, 2010), o que ¢
principal motivo da avaliacdo do efeito dos extratos produzidos neste estudo sobre T. cruzi.
Os testes desta etapa foram feitos em colaboracdo com o Laboratorio “Unit for Drug
Discovery” do Departamento de Parasitologia do ICB/USP, coordenado pelo Professor
Doutor Ariel Silber.

Os resultados obtidos nos ensaios de proliferacdo das formas epimastigotas de T. cruzi
tratadas como os extratos fungicos e com o extrato de farelo de trigo sdo apresentados na
Tabela 3. Segundo o perfil dos graficos, concentracdes dos extratos fungicos acima de 2
mg/mL interferem com a leitura inicial da concentracdo de parasitas, isto €, pela reacao entre
0 meio de cultura e os extratos, gerando assim um precipitado. Além disso, outro aspecto que
compartilham todos os graficos é que com concentragdes de 2 mg/mL dos extratos fungicos €
obtido o mesmo perfil que o controle positivo de inibicdo da proliferacdo. ObservacGes no
microscopio 6tico (imagens ndo mostradas), indicaram que 0s parasitas tratados com
concentracdes de 2 mg/mL ou superiores dos extratos fungicos, os parasitas sdo lisados. Nas

figuras 8c; 8d e 8f, foi observado que os cultivos tratados com os extratos a concentracoes de
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1 mg/mL e 2 mg/mL, apresentaram o mesmo perfil que o controle positivo de inibi¢do, no
entanto, segundo as observacdes no microscopio (imagens ndo apresentadas), 0s parasitas
tratados com as concentragdes de 1 mg/mL ndo foram lisados, mas a sua morfologia foi
modificada, virando de uma forma alargada e mobil, a uma forma arredondada e imovel,

incapaz de proliferar.

Figura 8a. Teste com o extrato do cultivo de  A. | Figura 8b. Teste com o extrato do cultivo de
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Figura 8c. Teste com o extrato do cultivo de | Figura 8d. Teste com o extrato do cultivo de

Fusarium sp. Trichoderma sp.
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Figura 8e. Teste com o extrato do cultivo de A. | Figura 8f. Teste com o extrato do cultivo de

flavus. Penicillium pinophilum.
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Tabela 3- Figuras da avaliacdo da atividade de diferentes concentracfes dos extratos flngicos sobre a
proliferacdo de formas epimastigotas de T. cruzi. No controle positivo da inibi¢do de proliferacdo dos parasitas
(C+) foi utilizada uma solucdo de Rotenona (60 pM) e Antymicina (0.5 pM). Como controle negativo de
inibicdo (C-) foram utilizados parasitas ndo tratados.
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Como controle, foram feitos testes para determinar o efeito de diferentes
concentragdes de acetonitrila sobre a proliferacdo dos parasitas (Figuras 9a; 9c; 9e; 9g; 9i;
9k), determinado assim a concentracdo maxima do solvente que poderia ser utilizada sem

interferir significativamente sobre a proliferacdo do parasita.

Avalicéo do efeito do acetonitrila sobre a Analises de variancia
proliferacdo dos parasitas
Figura 9a. Ensaio 1 Figura 9b.
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Figura 9g. Ensaio 4 Figura 9h.
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Figura 9i. Ensaio 5 Figura 9j.
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Figura 9k. Ensaio 6 Figura 9l.
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Tabela 4- Figuras da avaliacdo da atividade de diferentes concentracdes de acetonitrila (0,1 pM — 1,0 uM) sobre
a proliferacéo de formas epimastigotas de T. cruzi (Figuras 9a; 9c; 9e; 9g; 9i; 9k) cultivados durante 8 dias. No
controle positivo da inibicdo da proliferacdo dos parasitas (C+) foi utilizada uma solugdo de Rotenona (60uM) e
Antymicina (0.5uM). Como controle negativo de inibi¢do (C-) foram utilizados parasitas ndo tratados. Analises
de variancia quando p<0,05 (Figuras 9b; 9d; 9f; 9h; 9j; 9l) do efeito das concentracbes do solvente sobre a
proliferacdo dos parasitas: (ns) Efeito ndo significativo; (**) Efeito medianamente significativo; (***) Efeito
significativo.

Segundo a anélise de variancia (Figuras 9b; 9d; 9f; 9h; 9j; 9l), foi determinado que
utilizando concentracdes menores a 0.3 UM de acetonitrila, o solvente ndo interfere de forma

significativa (quando p<0,05) na proliferagdo do parasita. Por tanto é descartado que o

solvente seja 0 responsavel dos resultados obtidos na avaligdo dos extratos em concentraces
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menores o iguais a 2 mg/mL, ja que para preparar estas concentracdes foram utilizados menos
de 0,3 UM de acetonitrila.

Na avaliacdo do efeito extrato de farelo de trigo sobre a proliferacdo dos parasitas
(Figura 10), foi observado que em concentragdes de 1,34 mg/mL, a densidade celular obtida
tem o mesmo perfil que o controle de positivo de inibicdo (C+). Este resultado é grande
importancia, considerando que parte da composi¢do dos extratos flingicos é extrato de farelo
de trigo, 0 que poderia ser a causa das similitudes dos resultados obtidos na avaliagdo dos
extratos sobre a proliferagdo dos parasitas.

Extrato de Farelo
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E 100~ c

= - (-

=
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Figura 10- Avaliacdo da atividade de diferentes concentra¢Bes do extrato de farelo de trigo sobre a proliferacdo
de formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas durante 8 dias. No controle positivo da inibi¢do da proliferacéo
dos parasitas (C+) foi utilizada uma solugdo de Rotenona (60puM) e Antymicina (0.5uM). Como controle
negativo de inibicdo (C-) foram utilizados parasitas ndo tratados.

4.4.6 Testes de citotoxicidade com células de Ovarios de Hamster Chinés (CHO)

O objetivo principal do experimento foi avaliar o efeito dos extratos e do acetonitrila
sobre a viabilidade das células de mamifero, considerando que uma das etapas ciclo bioldgico
dos parasitas avaliados neste estudo (T. cruzi e Leishmania amazonenses) é intracelular, o que
é um alvo adicional na busca de tratamentos. Nos ensaios dos tratamentos das células CHO
com os extratos fungicos (2 mg/mL) e com o extrato de farelo de trigo (1,34 mg/mL), os
valores obtidos da viabilidade celular foram préximos ao zero (Figuras 11a e 11b), o que dizer
que nas concentracdes avaliadas os extratos sdo altamente toxicos. E por isso que foi feito
outro teste tratando as células com a metade da concentracdo dos extratos, obtendo como

resultado (Figura 11c) um incremento nos valores da viabilidade celular das células tratadas
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com os extratos dos cultivos de Saccharicola sp., Trichoderma sp., A. flavus, e do extrato de

farelo de trigo, no entanto estes valores ainda ndo atingem os valores de viabilidade do

controle de células ndo tratadas.
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Tabela 5- Figuras da avaliagdo da atividade de diferentes concentragfes dos extratos fungicos e do extrato de
farelo e trigo sobre a viabilidade das células CHO. Como controle negativo (C-) foram utilizadas células ndo
tratadas. Analises de variancia quando p<0,05: (*) Efeito pouco significativo do extrato sobre a viabilidade

celular; (**) Efeito medianamente significativo; (***) Efeito significativo sobre a viabilidade celular.
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A partir da placa com os cultivos celulares tratados com a metade da concentragéo dos

extratos, foram feitas observa¢cdes com o microscopio Otico para determinar o efeito dos

extratos sobre a morfologia das células (Tabela 6). Nas Figuras 12c, 12e e 12h é possivel

observar que as células ndo estdo aderidas e espalhadas na superficie da placa, o que sim

acontece no controle com as células ndo tratadas (Figura 12a) e com as células tratadas com o

extrato de farelo de trigo (Figura 12b). Em relacdo aos extratos fingicos, cada extrato

apresentou um efeito de dano celular diferente nas células CHO, caso do extrato do cultivo de

Saccharicola sp. que gerou grumos e alteracdes na morfologia celular (Figura 12d); células

arredondadas com o extrato do cultivo A. terreus (Figura 12c.) e células alargadas com

particulas no interior com o extrato do cultivo de Trichoderma sp. (Figura 12f.).

Figura 12a- Controle — Células ndo tratadas.

Figura 12b- Células tratadas com o extrato de farelo
de trigo (0.67 mg/mL).

¥ 7
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Figura 12c- Células tratadas com o extrato do cultivo
de A. terreus (Img/mL).

%
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Figura 12d- Células tratadas com o extrato do cultivo
de Saccharicola sp. (1Img/mL).
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Figura 12e- Células tratadas com o extrato do cultivo
de Fusarium sp. (Img/mL).
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Figura 12f- Células tratadas como o extrato do
cultivo de Trichoderma sp. (Img/mL).

Figura 12g- Células tratadas com extrato do cultivo de
A. flavus (Img/mL).

Figura 12h- Células tratadas com o extrato do cultivo
de P. pinophillum.

Tabela 6- Imagens de microscépio 6tico (20X) das células CHO tratadas com os extratos flngicos (12c; 12d;
12¢; 12f; 12g; 12h) (1 mg/mL) e com extrato de farelo de trigo (12b). Controle com células ndo tratadas (12a.)

Na avaliacdo do efeito do acetonitrila (0,1 — 1,9 uM) sobre a viabilidade celular

(Tabela 7), foi determinado que concentragdes do solvente menores a 0,8 uM ndo tem um

efeito significativo (quando p<0,05) na viabilidade das células. Esta concentracdo é superior

as concentracdes utilizadas na preparacdo dos extratos fungicos (2 mg/mL) e do extrato farelo

de trigo (1,34 mg/mL).
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Tabela 7- Figuras da avaliagdo da atividade de diferentes concentracfes de acetonitrila (0,1 — 1,9 uM) sobre a
viabilidade celular de células CHO (Figuras 13a; 13b; 13c; 13d). Analises de variancia quando p<0,05, (ns) =
Efeito ndo significativo sobre a viabilidade celular das células tratadas com as diferentes concentragdes do
acetonitrila.

4.4.7 Testes de atividade antiparasitaria com Trypanosoma cruzi - FASE 11

Os resultados dos ensaios da FASE | apresentaram uma atividade biologica dos
extratos contra T. cruzi. No entanto nos ensaios foram utilizadas formas epimastigotas dos
parasitas, e segundo o ciclo de vida do parasita (BERN, 2015), este tipo de formas encontra-se
no vector e ndo no hospedeiro onde é gerada a doenca; adicionalmente, as concentracdes dos
extratos utilizadas nos tratamentos foram relativamente altas, além que os resultados ndo sao
compraveis com outros estudos E por isto que nesta etapa foram avaliadas formas
tripomastigotas do parasita, assim como diferentes concentragdes dos extratos (300 pg/mL —
2,3 pg/mL) dos cultivos de Trichoderma sp. e Penicilluim pinophillum, e o extrato de farelo

de trigo, para assim determinar os valores do ICs (Tabela 8). Os experimentos foram feitos
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no Laboratério de Toxicologia Aplicada do Instituto Adolfo Lutz, coordenado pelo Professor

Doutor André Tempone.

ICso (ug/mL) CI 95%
AMOSTRAS Tripomastigotes de T. cruzi
Extrato de Farelo de trigo 11,26
(Fragéo 1) (7,71 - 16,43)
Extrato do cultivo de
Trichoderma sp. 10,69
(Fracdo 3) (8,78 — 13,02)
Extrato do cultivo de
Penicillium pinophillum 20,47
(Fracédo 5) (7,34 —57,04)
139,00
Benzonidazole* (118,80 — 162,74)

Tabela 8- Valores da concentracdo inibitoria de 50 % dos parasitas (tripomastigotas de T. cruzi) tratados como
as fracbes do extrato de farelo de trigo, e dos cultivos dos Trichoderma sp. e Penicillium pinophillum com
concentracdes entre 300 pug/mL e 2,35 pg/mL; Como controle positivo de inibicdo foi usada a droga padrdo
Benzonidazole; C195%: 95% de intervalo de confianga);* (SANTOS et al., 2015).

Partindo dos valores de 1Cs obtidos nos ensaios de formas tripomastigostas tratadas
com o extrato de farelo de trigo (ICso= 11.26) e com os extratos fungicos de Trichoderma sp.
(1C50=10.69) e Penicillium pinophillum (ICsp= 20.47), destaca-se a diferenca com o valor
obtido com o farmaco padrdo benzonidazol (ICsp= 139.00). Apesar de obter atividades
promissarias € necessario isolar os compostos presentes nos extratos dado que a resposta
obtida poderia ser a causa de um efeito sinérgico; adicionalmente é necessario determinar a
sua concentracdo citotoxica (CCsp), para assim determinar o indice de seletividade. Na
avaliacdo da viabilidade de um composto de interesse € necessario determinar a sua
toxicidade a traves da relacdo entre os valores do I1Csp e da CCsp (ICs0/CCsp), quanto menor a
concentracdo do composto para causar a morte do parasita, mais eficaz ele é. Por outro lado,
com as células de mamifero devem-se apresentar valores mais altos, pois quanto maior a
concentracdo necessaria para produzir a morte da célula saudavel, maior é a resisténcia da
célula frente ao composto. Deve-se ressaltar que o extrato de farelo de trigo apresentou
atividade, o que foi uma constante nos ensaios feitos com os parasitas, e poderia ser inferido
que ele é a causa da atividade obtida com os extratos fungicos, considerando que parte da sua
composicao é farelo de trigo.

Segundo Prickler et al. (2014), anualmente sdo produzidas mais de 650 milhdes de
toneladas de trigo no mundo, sendo o farelo o seu principal subproduto, que desde o ponto de

vista histologico, é composto de tecidos diferentes com distintas propriedades e composigdes,
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incluindo componentes menores como flavonoides, lignanos e compostos fendlicos como
acidos fenolicos e alkylresorcinois (lipidios fendlicos), os quais apresentam atividades como
antimicrobianos, anti-inflamatorios, antioxidantes e anticancerigenos (APPRICH et al., 2014).

Embora na literatura ndo seja reportado o efeito anti- T. cruzi a partir de compostos
isolados do farelo de trigo, os estudos de Grecco et al. (2014) apresentaram uma atividade in
vitro anti-Leishmania e anti-T. cruzi gerada por derivados fendlicos isolados da planta
Baccharis uncinella tratada com etanol, usada na medicina popular para o controle ou
tratamento de varias doencas como malaria, Ulceras, diabetes, anemia, diarreia, inflamacdes
urinarias, amigdalite e infeccdes parasitarias (FABIANE et al., 2008).

O farelo de trigo contém entre 3,5 e 3,9% de graxas (APPRICH et al., 2014), e dentro
dos acidos graxos insaturados os mais abundantes séo o acido linoleico e o acido oleico com
57% e 15% respectivamente; dentre os acidos graxos saturados presentes o acido palmitico é
0 mais abundante com 18% (EL-SHAMI et al., 2011; JUNG et al., 2010). O anterior é de
grande importéncia considerando o0s resultados obtidos neste estudo, incluindo as
caracteristicas dos extratos e as analises de RMN, CCDS e CG/EM (Apéndice F), os quais
indicaram a presenca de acidos graxos nas amostras, 0 que poderia estar diretamente
relacionado com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade biologica dos extratos com 0s
parasitas, levando em conta as informacdes e os resultados obtidos no estudo de Cunningham,
Kazan e Kuwahara (1972), no qual foi avaliado o efeito de diferentes acidos graxos de cadeia
longa como os &cidos Estearico, Laurico, Linoleico, Behénico, Araquidico, Miristico e
Palmitico, sobre varios parasitas da familia Trypanosomatidae, incluindo T. cruzi (nas formas
epimastigota e tripomastigota) e duas espécies de Leishmania; obtendo como resultado que
este tipo de compostos podem induzir a lisis dos parasitas flagelados tratados, assim como
possiveis alteracdes na sua morfologia. Apesar de que varios acidos graxos sdo fatores de
crescimento em T. cruzi, pode-se esperar que 0 mecanismo para o transporte de acidos graxos
através da membrana seja relativamente especifico, portanto acidos graxos toxicos para o
parasita poderiam-se ligar em proteinas transportadoras e penetrar a membrana do organismo
sem ser transportado no interior da célula, gerando assim instabilidade e perturbacfes na sua
estrutura. A interrup¢do ira depender da natureza do acido, a concentracdo, a estrutura da
membrana e a capacidade do sistema de transporte de reconhecer 0s &cidos graxos
(CUNNINGHAM, KAZAN E KUWAHARA, 1972).
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4.5 Determinacdo da espécie da cepa Trichoderma sp. (CBMAI 1018)

Segundo as analises para identificar a espécie do fungo Trichoderma sp. (CBMAI
1018), realizadas no Laboratério de Micotoxinas do Departamento de Microbiologia do
ICB/USP, coordenado pelo Professor Doutor Benedito Correa, foi determinado (com uma
porcentagem de identidade de 99%) que a espécie do fungo é: Trichoderma koningiopsis.

Este fungo é considerado uma espécie comum, cosmopolita e essencialmente tropical
(SAMUELS et al., 2006); e como endofitico segundo o estudo de Razinger et al. (2014), e
com potencial como biocontrolador segundo Saxena, Raghuwanshi e Singh (2015).

Espécies de Trichoderma caracterizam-se pelo seu crescimento rapido, capacidade
para degradar diversos substratos, promover o crescimento vegetal, pela sua capacidade de
producdo de metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, enzimas (hemicelulase,
celulase), resisténcia a produtos quimicos nocivos, expressdo de proteinas heterdlogas e pelo
uso como agentes de controle de nematddos e fungos patogenos de plantas (CARVAJAL,
ORDUZ e BISSET et al., 2009; CORONA et al., 2008; LOPES et al., 2012; QUINTERO et
al., 2013; SANTOS et al., 2012; SUN et al., 2012; XIA et al., 2011). Enquanto Trichoderma
ndo é patogénico em mamiferos saudaveis, hda um ndmero crescente de individuos
imunocomprometidos que sofrem de infeccGes oportunistas por algumas espécies, assim
como a producdo de reacOes alérgicas geradas por compostos volateis (BLASZCZYK et al.,
2011).

Ndo foram encontradas publicacbes que indiguem que o fungo
Trichoderma koningiopsis seja produtor de compostos antiparasitarios, ou compostos do
grupo das estatinas. No entanto a sua identificacdo vai contribuir no melhoramento da base de
dados do CBMAI, assim como na possivel geracdo de projetos baseando-se em suas

caracteristicas.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo da capacidade de producgéo de estatinas
por os fungos filamentosos Saccharicola sp. (CBMAI 1030); Fusarium sp. (CBMAI 1015);
Trichoderma koningiopsis (CBMAI 1018); Aspergillus flavus (CBMAI 1023) e
Penicillium pinophillum (CBMAI 1022) mediante um cultivo em semi-solido, determinou-se
que nas condicOes de cultivo utilizadas neste estudo os fungos avaliados ndao produzem este
tipo de moléculas.

Ao ndo ser possivel separar a biomassa fangica do substrato dos cultivos (farelo de
trigo), ndo foi possivel determinar se os compostos produzidos pelos fungos poderiam gerar
um efeito antiparasitario. E por isso que sugere-se modificar as condicdes de cultivo dos
fungos de tal forma que no momento da extragdo dos metabolitos o substrato utilizado ndo
esteja presente. Isto também vai contribuir na etapa de purificacdo das fracbes de interesse.
De igual forma, sugere-se modificar o sistema de solventes visando extrair um espectro maior
de metabolitos, levando em conta que neste estudo s6 foi utilizado um Unico sistema de
extracdo, focado na extracdo das moléculas alvo, as estatinas. E importante ressaltar que em
estudos previos, os extratos do grupo de fungos selecionados cultivados em meio liquido,

apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias e fungos.

Destacam-se 0s resultados obtidos nos testes de atividade antiparasitaria do extrato de
farelo de trigo, especialmente os resultados da atividade sobre as formas epimastigota e
tripomastigota de T. cruzi, considerando que € o agente causal de uma doenca negligenciada
que precisa de novas alternativas para ser tratada, e o farelo de trigo apesar de ser um
substrato amplamente estudado, ndo ha estudos descrevendo o efeito obtido, portanto poderia

ser um possivel objeto de estudo na busca de compostos com atividade antiparasitaria.

A pesar das dificuldades de trabalhar com produtos naturais, este tipo de produtos é de
grande importancia para a expansdo da diversidade de compostos quimicos, assim como a
geracdo de produtos de alto impacto, lembrando que tem sido a principal fonte de moléculas
para o desenvolvimento de drogas para diferentes usos terapéuticos. Esta variedade de
compostos esta diretamente relacionada com a biodiversidade, e o Brasil, pais imensamente

biodiverso, tem um grande potencial de bioprospeccao.
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APENDICE A - Comparagio dos cromatogramas segundo o dia de cultivo
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Comparacgdo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo A. terreus
segundo o dia de cultivo
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Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo Saccharicola sp.
segundo o dia de cultivo
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Comparagédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo A. flavus
segundo o dia de cultivo
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Comparacdo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo P. pinophillum
segundo o dia de cultivo
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APENDICE B - Comparacio dos cromatogramas segundo o método de extracio

segundo o0 método de extracdo

Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo A. terreus
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Comparagédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo Saccharicola sp
segundo o método de extracdo.
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Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo Fusarium sp.
segundo o método de extracdo.

Nitrogénio - Verde
Secagem - Vermelho
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Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) dos extratos do cultivo do fungo Trichoderma sp.
segundo o método de extracdo.

Nitrogénio - Verde
Secagem - Vermelho
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APENDICE C -
Comparagédo dos cromatogramas e espectros de absorcdo (Extratos vs. Padrdo Lovastatina

Comparacgdo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo A. terreus
e das solugdes padrdo de Lovastatina (50 pg/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — Verde
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COMPARACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO
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PADRAO

EXTRATO do cultivo de A. terreus
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Comparagédo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo Saccharicola sp.
e das solucGes padréo de Lovastatina (50 pug/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — Verde
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COMPARACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO

PADRAO

EXTRATO do cultivo de Saccharicola sp.

Lovastatina (hidroxiacida)
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Comparagdo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo Fusarium sp.
e das solucGes padréo de Lovastatina (50 pug/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — VVerde
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Comparagédo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo Trichoderma sp.
e das solucGes padréo de Lovastatina (50 pug/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — VVerde
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COMPARACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO

PADRAO

EXTRATO do cultivo de Trichoderma sp.
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Comparagédo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo A. flavus
e das solucGes padréo de Lovastatina (50 pug/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — VVerde
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COMPARACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO

PADRAO

EXTRATO do cultivo de A. flavus

Lovastatina (hidroxiacida)
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Comparagdo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo P. pinophillum
e das solucGes padréo de Lovastatina (50 pug/mL)

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma hidroxi-acida: 39.01
Tempo de retencdo (min) forma lactona: 34.18

Extrato — VVerde
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COMPARACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO

- . . -
PADRAO EXTRATO do cultivo de P. pinophillum
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APENDICE D — Comparacéo dos cromatogramas ETAPA I
(Extratos vs. Padrdo Lovastatina)

Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo Trichoderma sp.
e da solucdo padrdo de Lovastatina (forma lactona) 50 pg/mL

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma lactona: 20.93

Extrato — Vermelho
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Comparagdo dos cromatogramas (238nm) do extrato do cultivo do fungo
Penicillium pinophillum e da solucéo padréo de Lovastatina (forma lactona) 50 pg/mL

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma lactona: 20.93

Extrato — Vermelho
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Comparacgédo dos cromatogramas (238nm) do extrato de farelo de trigo e da solucdo padréo de

Lovastatina (forma lactona) 50 pg/mL

Padrdo Lovastatina — Preto

Tempo de retencdo (min) forma lactona: 20.93

Extrato — Vermelho
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APENDICE E — Espectros de ressonancia magnética nuclear das fracdes da ETAPA I
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Espectro de ressonancia magnética nuclear da fracdo 1 (Extrato Farelo de trigo- Acetonitrila)
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Espectro de ressonancia magnética nuclear da fracéo 2
(Extrato Farelo de trigo- Acetato de etila)
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Espectro de ressonancia magnética nuclear da fracéo 3
(Extrato cultivo Trichoderma sp. - Acetonitrila)
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Espectro de ressonancia magnética nuclear da fracéo 4
(Extrato cultivo Trichoderma sp. - Acetato de etila)
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Espectro de ressonancia magnética nuclear da fracéo 5
(Extrato cultivo Penicillium pinophillum - Acetonitrila)
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APENDICE F — Resultados CG/EM das fracdes da ETAPA 11

CG/EM da fracdo 1 (Extrato de farelo de trigo — Acetonitrila)
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CG/EM da fracéo 2 (Extrato de farelo de trigo — Acetato de etila)
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CG/EM da fracéo 3 (Extrato do cultivo de Trichoderma sp. — Acetonitrila)
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CG/EM da fracéo 4 (Extrato do cultivo de Trichoderma sp. — Acetato de etila)
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CG/EM da fracéo 5 (Extrato do cultivo de Penicillium pinophillum sp. — Acetonitrila)
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CG/EM da fracéo 6 (Extrato do cultivo de Penicillium pinophillum sp. — Acetato de etila)
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