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Reswwmo-

PAVAO, G. B. Avaliagdo quimica e biol6gica dos organismos marinhos
cianobactéria Cyanobium sp. CENA139 e fungo endofitico T68. 2016. N
FOLHAS. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Este trabalho teve como objetivo principal a avaliacdo dos perfis quimico e
biolégico de duas linhagens de microrganismos marinhos, a cianobactéria do
género Cyanobium sp. CENA139, proveniente dos manguezais da Ilha do
Cardoso, do Estado de S&o Paulo e o fungo T68, pertencente a familia
Xylariaceae, isolado da alga vermelha Bostrychia tenella, proveniente dos
costdes rochosos da Praia Dura, no Estado de S&o Paulo. Para atingir este
objetivo, foram realizados culturas isoladas dos microrganismos e a co-cultura
entre o fungo T68 e a cianobactéria CENA139; técnicas de extracdo por
particdo volume/volume; métodos cromatograficos como cromatografia em
camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), bem
como técnicas espectroscopicas e espectrométricas de RMN 1-D e 2-D, CL-
EM, CG-EM, além de desreplicacéo (utilizando o banco de dados MarinLit® e o
Dicionario de Produtos Naturais. Foram isoladas trés substancias do fungo
estudado: Esterigmatocistina, T68ARf60_a e T68ARf60_b. A micotoxina
esterigmatocistina foi isolada também a partir da co-cultura entre o fungo e a
cianobactéria. Este trabalho mostrou que houve interacbes ecologicas
competitivas na cultura mista entre Cyanobium sp. CENA139 e o fungo T68,
resultando na prevaléncia da cultura fangica. Para finalizar, este trabalho
avaliou a atividade biolégica dos extratos brutos das culturas isoladas e co-
cultura, ndo apresentando atividade antimicrobiana. Entretanto, o extrato bruto
T68 mostrou-se fototdxico nos ensaios de fototoxicidade e a substancia isolada
esterigmatocistina foi citotoxica e fotoxdxica no mesmo ensaio, além de exercer
citotoxicidade frente a linhagem tumoral HepG2 no ensaio de citotoxicidade
MTT.

Palavras-chave: Cianobactérias. Fungo endofitico. Produtos naturais marinhos.

Co-cultura. Micotoxina.



Abstract

PAVAO, G. B. Chemical and biological evaluation of marine organisms
cyanobacteria Cyanobium sp. CENA139 and endophytic fungus T68. 2016.
PAGES. Dissertation (Master). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo

Preto — University of Sdo Paulo, 2016.

This study had as main objective the evaluation of the chemical and biological
profiles of two strains of microorganisms, the cyanobacteria Cyanobium sp.
CENA139, from Ilha do Cardoso mangroves, Sao Paulo State, and the
endophytic fungus T68, Xylariaceae family, isolated from the red algae
Bostrychia tenella, from the rocky shores at Praia Dura, Sdo Paulo State. To
accomplish this objective, we performed isolated cultures of the microorganisms
and the co-culture between the fungus T68 and the cyanobacteria CENA139;
partition extraction techniques; chromatographic methods such as thin layer
chromatography and high performance liquid chromatography. Also, we
performed spectroscopic and spectrometric techniques of NMR 1-D and 2-D,
LC-MS, GC-MS, besides dereplication using data sources as MarinLit® and the
Dictionary of Natural Products. Three compounds were isolated from the
endophytic fungus culture: Sterigmatocystin, T68ARf60 a and T68ARf60 b.
The mycotoxin sterigmatocystin was also isolated from the co-culture. This
study showed that there was competitive ecological interactions between
Cyanobium sp. CENA139 and the fungus T68 in the co-culture, resulting in the
prevalence of the fungal culture. Finally, this study evaluated the biological
potential of the crude extract from both isolated cultures and the co-culture, not
exerting antimicrobial activity. Nevertheless, the T68 crude extract was shown
to be phototoxic on the phototoxicity assays and the isolated sterigmatocystin
was both cytotoxic and phototoxic in the same assay, besides exerting

cytotoxicity on the tumor cell line HepG2 in the MTT assay.

Keywords: Cyanobacteria. Endophytic funghi. Marine natural products. Co-

culture. Mycotoxin.
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Os oceanos comportam a maior biodiversidade do planeta. O ecossistema que
ali existe faz com que os organismos mantenham uma relagdo de
competitividade e, pressionados pelo meio, produzem uma variedade de
metabdlitos secundarios (BERLINCK et al., 2004; GERWICK; FENNER, 2013;
PEREIRA; SOARES-GOMES, 2009; SCHUMACHER et al.,, 2011). Em se
tratando do ambiente marinho, na década de 50, foram isoladas as primeiras
substancias de origem marinha, provenientes de esponjas, as quais
demonstraram propriedades antivirais e antitumorais que levaram a producéo
dos farmacos vidarabina (Vira-A®), citarabina (Cytosar-U® e Depocyt®) e
mesilato de eribulina (Halaven®) que podem ser vistos na Figura 1 (GERWICK;
FENNER, 2013; GERWICK; MOORE, 2012; UZAIR et al., 2012). Dados
recentes indicam que mais de 22 mil novas substancias ja foram isoladas,
correspondendo a menos de 2% da biodiversidade marinha total (BLUNT et al.,
2010; GERWICK; FENNER, 2013; GERWICK; MOORE, 2012).

Além das substancias citadas anterioremente outras ja estdo sendo
comercializadas, como trabectedina (Yondelis®), um medicamento antitumoral
sintetizado por tunicados, cujas estruturas sdo apresentadas na Figura 1
(BLUNT et al., 2010; DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; GERWICK; MOORE,
2012; MAYER et al., 2010).

No que diz respeito a microbiota marinha, compostos microbianos
marinhos estdo sendo recentemente estudados e tém-se observado que
moluscos, esponjas e tunicados séo fontes ricas de substancias marinhas, o
gue nao exclui a possibilidade de abrigarem micro-organismos, como bactérias
e cianobactérias que podem ser 0s reais produtores dessas substancias. O
metabolismo destes € considerado uma j6ia rara do mundo dos oceanos,
sendo responsaveis por 80% do total dos metabdlitos submetidos a ensaios

clinicos e agentes farmacéuticos aprovados (CHOI; PEREIRA; GERWICK,



2012; GERWICK; FENNER, 2013; GERWICK; MOORE, 2012; MEVERS et al.,
2014; MILLER et al., 2014; SCHUMACHER et al., 2011).

Figura 1. Substancias de origem marinha comercializadas com atividade antitumoral.
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De acordo com os estudos realizados nos ultimos 30 anos, onde
medicamentos antivirais, anticancerigenos, analgésicos e para hiperlipidemia
foram aprovados como drogas comerciais, mostra-se interessante a pesquisa
de metabdlitos secundarios utilizando micro-organismos marinhos, inclusive
cianobactérias. Com os resultados obtidos ao longo dos anos, mostra-se a
importancia da busca por novas substancias com grande potencial
farmacoldgico (GERWICK; MOORE, 2012; UZAIR et al., 2012).

1.1 Cianobactérias

As cianobactérias também conhecidas como cianoficeas ou
cianoprocariotas Sao micro-organismos procariontes, pois ndo apresentam
nacleo e estruturas definidas sendo ainda aerobios fotossintetizantes,
pertencendo a classe das bactérias gram-negativas (MELO; NEVES;
BAPTISTA, 2011; PEREIRA; SOARES-GOMES, 2009; SANT'ANNA et al.,
2006) As cianobactérias constituem o grupo mais vasto e diversificado dos
micro-organismos procariéticos fotossintetizadores, com aproximadamente
2400 espécies, estando presentes no ambiente terrestre ha cerca de 3 bilhdes
de anos (GERWICK; FENNER, 2013). Habitam os mais variados ecossistemas,



como o terrestre, marinho, fluvial, glacial, deserto e aguas termais, podendo
existir em simbiose com outros organismos, como (MELO; NEVES; BAPTISTA,
2011; SANT'ANNA et al., 2006)

Cianobactérias apresentam algumas vantagens adaptativas a meios
inéspitos quando comparadas a outros organismos, como por exemplo, a
capacidade de fixar nitrogénio, absorcdo de luz, tipos de células diferenciadas
para reproducao ou descanso e um meio para regular a flutuacdo (SANT’ANNA
et al., 2006).

A maioria dos estudos realizados com cianobactérias teve inicio no
Havai, Caribe, Madagascar e Papua Nova Guiné, abrindo novas possibilidades
para locais ainda inexplorados. A pesquisa de produtos naturais em
cianobactérias marinhas possui uma alta taxa de descoberta >95% de novos
compostos quando comparado a outros recursos microbianos tradicionais
(PEREIRA; SOARES-GOMES, 2009; TAN, 2007).

A maior parte dos metabdlitos de cianobactérias sdo produzidos a partir
da via biossintética dos polipeptideos (ribossomais ou nédo ribossomais) ou de
policetideos onde atuam policetideo sintase (PKS) e peptideo ndo ribossomal
sintetase (NPKS). No que diz respeito ao expressivo potencial farmacoldgico,
esse grupo posssui atividade citotdxica, inibe a atividade de certas enzimas,
como proteases, além de possui atividade anticancerigena, antiviral,
antimicrobiana, antiinflamatéria e antimalarica (GERWICK; FENNER, 2013;
NUNNERY; MEVERS; GERWICK, 2010; SINGH et al., 2011)

As floragbes que ocorrem ao longo da costa sdo um aumento da
densidade de organismos como dinoflagelados, algas e cianobactérias, e que
muitas vezes podem modificar a coloracdo da agua, devido a presenca de
substancias como clorofila a, carotendides e ficobiliproteinas, de ocorréncia nas
cianobactérias. Essas floragcbes podem acarretar odor e gosto da agua
alterados e também producédo de toxinas, conhecidas como cianotoxinas, as
quais podem aumentar com a presenca de nutrientes especificos oriundos do
meio ambiente, como a poluicdo das industrias, efluentes domésticos e
aguecimento global (CARMICHAEL, 1992; SANT'ANNA et al., 2006).

Devido a esse fato, buscam-se novas medidas a fim de evitar danos a
saude publica, como o controle da eutrofizacdo da agua, tratamento apropriado

para o consumo humano e informacgdes ao publico que utilizam reservatorios



de agua para atividades recreacionais, ampliando o interesse pelo
conhecimento dos metabdlitos presentes no meio e que ocasionam esses
danos a populacdo (BELLEM; NUNES; MORAIS, 2013; LOZA; PERONA;
MATEO, 2013).

As cianotoxinas constituem um grupo bastante diversificado,
apresentando assim, diversas propriedades toxicas. Trés classes quimicas de
metabdlitos secundarios se destacam na producao de cianotoxinas: peptideos
ciclicos (microcistina e nodularina), alcal6ides (anatoxinas, saxitoxinas,
cilindrospermopsinas, aplisiatoxinas, lingbiatoxina A) e lipopolissacarideos
(SANT’ANNA et al., 2006; VAN APELDOORN et al., 2007).

Diferentes classes de toxinas ja foram identificadas: as hepatotoxinas,
como exemplos sdo destacados a microcistina, nodularina e
cilindrospermopsina (Figura 2), produzidas por algumas espécies de
Anabaena, Nodularia, Cylindrospermopsis raciborskii; as neurotoxinas, que
produzem substancias como, anatoxina-a (S) (Figura 2) as saxitoxinas e neo-
saxitoxinas e, por fim as citotoxinas, dermatotoxinas, estas produzidas por
espécies pertencentes aos géneros Lyngbia, Oscillatoria e Anabaena, como
exemplo a substancia aplisiatoxina (Figura 2) (CARMICHAEL, 1992;
KAEBERNICK; NEILAN, 2001; SANT’ANNA et al., 2006; ZEGURA; STRASER,;
FILIPIC, 2011).

Figura 2. Toxinas encontradas em cianobactérias
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Diversos estudos com cianobactérias marinhas vém demonstrando além
das cianotoxinas, novos metabdlitos secundarios que podem ser encontrados
em diferentes regifes. LEAO et al. (2013) identificaram na espécie Cyanobium

sp. LEGE 06113 (pertencente a ordem Synechococcales), do litoral de
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Portugal, uma substancia denominada hierredina B (Figura 3), com atividade
antitumoral contra adenocarcinomas de colon.

Pertencente a ordem Oscillatoriales, o género Moorea, tem se mostrado
bastante promissor na busca por novas substancias. Dois novos produtos
naturais marinhos de cianobactérias foram isolados de uma colecao da espécie
Moorea producens, oriundas de Porto Rico, e foram denominados de
parguerene (Figura 3) e precarriebowmida (MEVERS; BYRUM; GERWICK,
2013). Além destas substancias outras ja foram isoladas de uma espécie do
mesmo género da anterior, a Moorea bouillonii, um depsipeptideo ciclico
citotoxico inédito, denominado de bouillonamida A, além de outras substancias
ja isoladas na mesma espécie, a ulongamida A e apratoxina A. A bouillonamida
A (Figura 3) foi testada em linhagens de células de neuroblastomas de rato
(Neuron 2a), demonstrando moderada atividade citotoxica, enquanto
apratoxina A, apresentou atividade significativa, sendo de importancia para
este tipo de tumor (TAN; OKINO; GERWICK, 2013).

Figura 3. Substancias isoladas de cianobactérias marinhas das espécies Moorea

producens (1), Cyanobium sp. (2)

Parguerene Hierredina B
1 2

Ainda, com relacdo a ordem Oscillatoriales, outras espécies se
mostraram promissoras na producdo de novas substancias, como a espécie
Symploca sp., coletada em Papua Nova Guiné, levando a descoberta de trés
novos lipopeptideos, denominados de tiasamidas C-E, que correspondem a
substancias similares a outras isoladas anteriormente e de espécies
semelhantes de cianobactérias filamentosas (MEVERS et al., 2014). Ainda,
outros estudos mostraram que o depsipeptideo ciclico simplostatina 5 € um
potente inibidor da atividade proteolitica de elastases; além das carmaficinas A

e B (Figura 4), que apresentaram atividade inibitoria de proteassoma peptidico,



apresentando citotoxicidade para células cancerigenas de célon e de pulméo
(PEREIRA et al., 2012; SALVADOR et al., 2013).

As carmaficinas foram isoladas no Instituto Scripps de Oceanografia
(San Diego - California, EUA), sob supervisdo do Prof. Dr. William H. Gerwick.
A partir desta oportunidade, foram isolados metabdlitos secundarios de
diferentes espécies de cianobactérias marinhas, dentre estas algumas por meio
de técnicas de eliciacdo quimica, os quais culminaram na publicacdo de um
artigo na ChemBioChem (PEREIRA et al., 2012) e duas patentes:
"Compositions and methods for inhibiting proteases”, Instituicdo de
registro:WIPO - World Intellectual Property Organization e "Methods of
promoting neuron growth". A continuidade deste trabalho realizado em
colaboracédo entre os laboratérios de nosso grupo e do Prof. Gerwick, levou a
publicacdo do artigo no Journal of Natural Products (YANG et al., 2013),
envolvendo carmaficinas, o qual foi classificado no site da revista como um dos
vinte artigos mais visualizados em menos de um ano.

Além das substancias supracitadas, uma estrutura foi isolada de uma
espécie de cianobactéria marinha Rivularia sp. (pertencente a ordem
Nostocales), denominada de viequeamida A (Figura 4), a qual demonstrou
atividade citotéxica na linhagem celular cancerigena H460 de pulmdo humano
(BOUDREAU et al.,, 2012; MILLER et al.,, 2014; PEREIRA et al.,, 2012;
SALVADOR et al., 2013).

N

R=A ﬁ O\S// Viequeamida A

Carmaficinas Ae B

Figura 4. Substancias isoladas de cianobactérias marinhas com potencial anticancerigeno

A produgcdo de metabdlitos secundarios estruturalmente variados e

pertencentes a géneros diferentes, aliada aos processos de adaptacdo das



cianobactérias, contribuem para a exploracédo sustentavel desta diversidade de
organismos, facilitada muitas vezes pela vantagem em relacdo ao seu cultivo, o
qual é econdmico e requer apenas alguns nutrientes inorganicos (LININGTON
et al., 2009; NUNNERY; MEVERS; GERWICK, 2010).

1.2 Micro-organismos endofiticos

O termo endofitico foi adotado inicialmente por De Bary, em meados do
século XIX, fazendo alusdo a qualquer micro-organismo que habitasse tecidos
saudaveis de plantas (NISA et al., 2015). Considera-se como endéfito o micro-
organismo que passa ao menos parte de seu ciclo de vida dentro de tecidos
saudaveis de uma planta ou organismo autotrofico, numa relagdo que pode
variar de fitopatogénese latente a simbiose mutualistica (STROBEL et al.,
2004).

A relacdo micro-organismo endofito-hospedeiro pode resultar em
beneficios a ambos, fornecendo resisténcia as adversidades do meio, com
producdo de metabdlitos bioativos pelo endofito, permitindo maior crescimento
do hospedeiro e competitividade na natureza (FLOREZ et al., 2015; NISA et al.,
2015). Em contrapartida, o enddfito tem como beneficio os nutrientes
fornecidos pelo hospedeiro, protecdo e menos competicio com a microbiota
externa ao hospedeiro facilitando seu desenvolvimento (FLOREZ et al., 2015).

Estudos mostram que metabdlitos secundarios bioativos isolados de
fungos algicolas incluem compostos com atividade antifungica, antioxidante,
antiparasitaria e antitumoral (KRALJ et al., 2006; ZHANG; LI; WANG, 2007),
resultante de sua grande capacidade metabdlica, com diversificada classe de
substancias, como terpendides, alcaloides, flavonoides, fenilpropandides,
glicosideos, entre outros (BLUNT et al., 2015). Dessa forma, esses micro-
organismos marinhos demonstram capacidade biossintética promissora quanto
a producéo de metabdlitos biologicamente funcionais (BERLINCK et al., 2004;
PENESYAN; KJELLEBERG; EGAN, 2010).

1.3 Co-cultivo entre cianobactéria e fungo
Cianobactérias e fungos podem viver em sistema de simbiose na

natureza em associagdes mutualisticas chamadas liguens. Neste sistema eles



desenvolvem mecanismos de sobrevivéncia, 0s quais podem nao ser vistos
individualmente. A producdo de metabdlitos secundéarios permite a
sobrevivéncia em ambientes extremos, podendo aumentar a protecéo contra 0os
raios UV e a producédo de substancias antibacterianas. Além disso, foi também
evidenciada uma alta atividade citostatica, sugerindo um potencial anticancer,
além de relatos da producao de toxinas encontradas em liquens, reforcando o
fato de que ha interacdo ecologica entre as espécies (PAPAZI et al., 2015;
SANTOS; REIS, 2014; SCHERLACH; GRAUPNER; HERTWECK, 2013;
WREDE et al., 2014).

Atualmente buscam-se novas fontes de biocombustiveis naturais para
dessa forma diminuir a poluicdo do meio ambiente, onde muitas espécies de
cianobactérias ja sdo comercializadas com esta finalidade (WREDE et al.,
2014). Por este motivo, co-culturas de cianobactérias e fungos vém sendo
testadas com o intuito de aumentar a producao de polissacarideos, visto como
um processo tecnolégico inovador para fins industriais e para fins medicinais
com a obtencdo de substancias com potencial atividade biolégica (ANGELIS et
al., 2012; SANTOS; REIS, 2014; WREDE et al., 2014). Em outro estudo foi
observado o aumento da producéo de hidrogénio e consequentemente também
de energia, o que reforca essa importancia biotecnoldgica (PAPAZI et al.,
2015).

Esta forma de co-cultura se torna mais facil devido a alta eficiéncia de
crescimento dos micro-organismos e de forma econdmica sem adicdo de
componentes quimicos. A interacdo de cianobactérias e fungos pode ser
evidenciada em alguns estudos onde foi notada a producdo de novos
polissacarideos a partir da interagdo de ambos, com predominancia na
producdo de metabdlitos pelos fungos (ANGELIS et al., 2012; WREDE et al.,
2014).

Um estudo promissor relatou que o fungo Trichoderma citrinoviride,
isolado de floracdo de cianobactéria Microcystis em deterioracao foi cultivado
em laboratorio em co-cultura com a espécie de cianobactéria Microcystis
aeruginosa. O fungo foi capaz de inibir o crescimento da mesma, bem como da
producdo de microcistinas, que sao substancias potencialmente téxicas quando
ocorrem as floracbes. Este dado é muito interessante para controle de

floragbes e degradagdo de toxinas, sendo uma possivel alternativa a ser



testada, ja que relatados de fungos como algicidas ainda € bastante
inexplorado (MOHAMED; HASHEM; ALAMRI, 2014).

Sendo assim, de acordo com o0s interessantes relatos descritos,
propusemos neste projeto realizar uma co-cultura entre a cianobactéria
Cyanobium sp. CENA139 e uma cepa de fungo pertencente a familia
Xylariaceae, com a finalidade de observar a interacdo ecoldgica e quimica
entre esses dois micro-organismos, a fim de verificar se houve producdo de
novos metabdlitos secundarios, que ndo seriam produzidos na auséncia de

estimulos.
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CONCLUSOES

e A—

O estudo quimico do fungo T68 Xylariaceae mostrou-se promissor,
apontando para possivel patogenicidade, uma vez que foi possivel isolar a
micotoxina esterigmatocistina, da classe das xantonas, bastante estudada
devido ao potencial biologico.

Ainda, o estudo foi promissor em mostrar a interacdo ecoldgica ocorrida
durante a co-cultura entre a cianobactéria Cyanobium sp. CENA139 e o fungo
T68, uma clara competicao, prevalecendo a cultura do fungo em detrimento da
cianobactéria, produzindo novamente micotoxinas.

O estudo foi promissor ainda quanto ao potencial biolético, uma vez que o
extrato fangico mostrou-se ativo tanto para fototoxicidade frente a linhagem
3T3, e a esterigmatocistina para fototoxicidade quanto para citotoxicidade
frente as células tumorais HepG2.

Considerando que o estudo de cianobactérias de origem marinha no
Brasil ainda € relativamente recente, o presente trabalho realizado no grupo de
pesquisa de Quimica Organica do Ambiente Marinho, analisando as culturas
isoladas e a co-cultura, tem muito a acrescentar a sociedade cientifica com os

novos achados ao término deste projeto.
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