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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 aglUcar. 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.
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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).
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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 flangica 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 razdes 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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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 flngica 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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