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RESUMO

RAMOS, H. P. Otimizacao das condicées de cultivo do fungo endofitico
Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. para producao de metabdlitos
secundarios com atividades biolégicas 2008. 60 f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdao Preto, 2008.

O presente projeto teve por objetivo a otimizagdo das condigdes de cultivo do fungo
endofitico Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. para incrementar a
producdo de metabdlitos secundérios com atividades antibacteriana, antifungica,
antiparasitaria e antitumoral. O fungo foi cultivado em meio liquido em duas etapas
distintas, primeiramente em 200 mL de meio pré-fermentativo de Jackson por 48
horas a 30 °C sob agitacdo constante (120 rpm), e posteriormente, reinoculando a
massa micelial assepticamente obtida na etapa pré-fermentativa, em 400 mL de
meio fermentativo Czapek, seguido de reincubacao a 30 °C sob agitacdo constante
(120 rpm). Apos filtragcdo do fluido da cultura e particdo com solventes organicos
obteve-se os extratos, aceto etilico, butandlico, etandlico e aquoso. A condicao de
cultivo padrao, cultivo inicial em meio fermentativo Czapek, foi realizada por 20 dias
de incubacdo. Os extratos provenientes desta condigdo de cultivo foram avaliados
quanto as atividades antibacteriana e antifungica. O extrato aceto etilico apresentou,
nesta condigdo de cultivo, a melhor atividade antibacteriana com concentragao
inibitéria minima (CIM) de 270 ug/mL para Escherichia coli, ndo sendo observada
atividade antifungica nestes extratos. ApoOs avaliagdo inicial foram realizadas
modifica¢gdes na condigdo de cultivo padrdo em meio fermentativo, objetivando a
otimizagdo da atividade antibacteriana, anteriormente reportada. Avaliou-se as
variaveis, periodo de incubagédo, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, pH,
temperatura e proporcdo carbono/nitrogénio do meio, respectivamente. Cada
variavel foi aferida realizando ensaios de CIM dos extratos provenientes dos
diferentes cultivos realizados, selecionando a melhor condigdo para a otimizacao da
variavel seguinte. A melhor condi¢cdo para a producédo de metabdlitos secundarios
com atividade antibacteriana foi obtida em 9 dias de incubagédo utilizando-se
sacarose (3,1%) como fonte de carbono e nitrato de sodio (0,1%) como fonte de
nitrogénio, em pH 4 a 30 °C com valor de CIM de 90 ug/mL para Escherichia coli e P.
aeruginosa atividade esta superior a detectada sob a condicdo de cultivo padrao.
Para a atividade antifungica, anteriormente ndo detectada, a melhor condicao de
cultivo foi com a utilizacao de sacarose (3,1%) e nitrato de sodio (0,1%) em pH 4 a
30 °C para Aspergillus fumigatus (CIM de 130 pg/mL) e sacarose (3,0%) € nitrato de
sodio (0,2%), em pH 4 a 30 °C para Candida albicans ( CIM de 140 ug/mL). A melhor
condicao de cultivo para a producdao de metabdlitos secundarios com atividade
antitumoral foi obtida com a utilizacdo de sacarose (3,0%) como fonte de carbono e
nitrato de sédio (0,2%) como fonte de nitrogénio, em pH 4 a 30 °C para as trés
linhagens tumorais humanas avaliadas (HCT-8, MDA-MB435 e SF295) nas quais
detectou-se 100% de inibicdo de crescimento celular, esta condi¢gdo foi também
responsavel pela melhor atividade inibitéria da enzima APRT de L. tarentolae,
apresentando 66,41% de inibicdo, indicando possivel atividade antiparasitaria. A
otimizag&o de condigdes de cultivo do fungo Arthrinium state of Apiospora montagnei
Sacc. mostrou-se relevante para a producao de metabdlitos secundarios bioativos.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc.,
atividade biologica.



INTRODUCAO
Substancias bioativas e fungos endofiticos

Nos ultimos anos, a resisténcia a antibiéticos por microrganismos tem-se
intensificado, devido em parte ao surgimento de novas doencas, a evolucdo de
patdgenos resistentes e a auséncia de opcdes eficientes para o tratamento de
algumas doencas. A correta manipulagdo dos farmacos existentes, o
desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico, assim como a prospeccao de
novos agentes terapéuticos, necessarios para controlar e talvez reverter o problema
de saude publica mundial, fazem-se necessarios (LEVY, 2005; ANDERSON, 2005).

Produtos naturais constituem estratégias promissoras no desenvolvimento de
novos farmacos (HARVEY, 2000). Entre os novos farmacos aprovados pelo “U.S.
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION” (FDA) entre 1981 e 2002, aproximadamente
50% eram originarios de produtos naturais ou derivados (NEWMAN et al., 2003), e
entre as 35 drogas mais vendidas em 2000, 2001 e 2002, 15 correspondem a
produtos naturais ou derivados (BUTLER, 2004).

No Brasil a maioria das investigagbes de fontes de novos farmacos
concentram-se em plantas (BRAZ-F°, 1994). Mas, microorganismos sao
considerados uma das fontes mais promissoras de novos metabdlitos, os quais
apresentam inimeras aplicagdes biotecnoldégicas (STROBEL et al.,, 2004).
Microrganismos sao produtores de enzimas de interesse industrial e farmacéutico,
de agentes antibidticos, antitumorais, imunossupressores, antiparasitarios e outros
(DEMAIN, 1999).

Os fungos constituem um dos grupos menos estudados quanto aos seus
metabolitos secundéarios (STROBEL et al., 1996). Estimativas apontam que apenas
5% das espécies de fungos estejam descritas (HAWKSWORTH, 2001) e entre
essas, a maioria ndo foi avaliada como fonte de substéncias bioativas (PEARCE,
1997), evidencia-se assim, a grande potencialidade desses organismos em
programas de bioprospecg¢ao.

Aproximadamente 80% dos fungos endofiticos produzem substancias que sao
ativas em bioensaios, 51% dessas substancias s&o estruturalmente desconhecidas,
contra 38% observada para fungos de solos (SCHULZ; BOYLE, 2005). Portanto,

fungos endofiticos sdo uma das fontes mais promissoras de novos protétipos para



desenvolvimento de farmacos entre microrganismos (STROBEL, 2003).

Consideram-se fungos endofiticos aqueles que vivem toda ou uma parte do
seu ciclo de vida no interior de plantas sem causar, aparentemente, sintomas de
doencas (TAN; ZOU, 2001). Estes fungos podem habitar seu hospedeiro
intracelularmente (CABRAL et al., 1993) ou intercelularmente (BOYLE et al., 2001),
presentes em quaisquer 6rgdos das plantas e em todos os estagios de seu
desenvolvimento, colonizando todos os nichos ecoldgicos existentes (SCHULZ;
BOYLE, 2005).

Os fungos endofiticos podem ser taxonomicamente ascomicetos,
basidiomicetos, deuteromicetos e oomicetos, apresentando alta especificidade
quanto a planta hospedeira ou podem ser colonizadores mais generalistas
(SAIKKOMEN et al., 1998).

A reprodugdo dos fungos endofiticos ocorre assexuadamente através da
producdo de esporos ou através de reproducdo sexuada, sendo 0S esporos
transmitidos verticalmente pela presengca em sementes, ou através da infecgéo de
folhas, horizontalmente (WILSON, 1995).

Os esporos podem ser transferidos de seu substrato original através do ar e
depositados sobre 0 novo hospedeiro. Essa distribuicdo € fortemente influenciada
por ventos e chuvas, que contribuem para o carater sazonal de distribuicdo dos
endofiticos em regides temperadas.

As interagdes entre fungos endofiticos e plantas sdo dinamicas variando de
simbiose mutualistica (READMAN et al., 2002) a comensalismo (DECKERT et al.,
2001) e até mesmo um fitopatdogeno latente pode estabelecer colonizacdo como
fungo endofitico (PHOTITA et al.,, 2004). Em todas as interagbes endofiticas, o
carater assintomatico de colonizagdo da-se através de um equilibrio de
antagonismos, entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta, na qual ha producao
de metabdlitos de interesse opostos por parte de ambos, pois fungos secretam
enzimas e outros metabdlitos, necessarios ao processo de infec¢éo, e a planta por
sua vez, produz metabolitos responsaveis pela contencdo da infeccao (SCHULZ;
BOYLE, 2005). Isto ndo impede que a interacdo seja benéfica para ambos, pois
fungos endofiticos produzem uma ampla diversidade de metabdlitos bioativos que
agem na planta, como horménios de crescimento (de BATTISTA et al., 1990),
promovendo tolerancia a estresse abidticos (GAO et al., 2005) e influenciando na

fotossintese (SCHARDL et al., 2004) além de inibirem herbivoria e infecgdo por



patogenos (ARNOLD et al.,, 2003), em troca s&o supridos com nutrientes e
favorecidos quanto a reproducao e dispersao (RUDGERS et al., 2004)

A sintese de metabdlitos secundarios por fungos endofiticos é correspondente
ao respectivo nicho ecoldgico ocupado na planta e as interacbes metabdlicas entre
fungo e planta, assim como o bioma no qual encontram-se inseridos, podem
influenciar as vias biogenéticas da producdo de metabdlitos secundarios (SCHULZ
et al., 2002).

A familia Asteraceae, Angiospermas

Dentre as Angiospermas a familia Asteraceae (Cosmopositae) apresenta um
grande numero de representantes no Brasil, predominantemente em regides de
cerrado onde se observa uma enorme diversidade vegetal (GOTTLIEB et al., 1996).
Sao plantas herbaceas, subarbustivas, arbustivas e raramente arbdreas, podendo
ser perenes ou anuais, diversas espécies possuem importancia biolégica e
econdmica, sendo alguns de seus representantes a alface (Lactucca sativa), a
camomila (Matricaria chamomilla L.), a carqueja (Baccharis trimera (Less.) DC.), o
guaco ( Mikania laevigata Sch. Bip. Ex. Bak.), entre muitos outros.

Originalmente o yacon e outras plantas relacionadas, foram classificadas
pertencendo ao género  Polymnia (Asteraceae, Heliantheae, subtribo
Melampodiinae). Entre as ultimas revisdes, restabeleceu-se o género Smallanthus e
separou-se espécies anteriormente consideradas como Polymnia em dois géneros,
Smallanthus e Polymnia, ambos inseridos na subtribo Melampodiinae. Esta ultima
classificagdo vem sendo aceita por autores e adotada por herbarios, especialmente
nos Estados Unidos da América, Peru e Equador. (GRAU; REA, 1997).

Smallanthus sonchifolius € uma espécie herbacea de clima tropical de
altitude, tendo sido introduzida em diversos paises, incluindo o Brasil, devido ao seu
potencial alimenticio, forrageiro e, principalmente como fonte de inulina, concentrada
nos orgaos subterraneos (FUKAI et al., 1993).

Esta espécie apresenta sistema subterrdneo complexo, ndo havendo
consenso sobre a denominacao dos érgaos que o compdem. Assim, encontram-se
referéncias a tubérculo, a caule rizomatoso, rizoma simpodial, a raiz tuberosa, a raiz
comestivel e tuberosa, rizoma lenhoso, rizoma carnoso e raiz de reserva. Neste

estudo foi utilizada a denominacao proposta por Machado et al (2004), consistindo



de um sistema subterrdneo espessado de natureza mista representado por rizéforos
e raizes, o sistema radicular é formado por raizes adventicias, sendo que algumas
permanecem delgadas e outras sofrem intensa tuberificacao.

Tradicionalmente as partes aéreas destas plantas sao utilizadas em forma de
cha com finalidade hipoglicemiante, entre as atividades biolégicas de extratos de
folhas e raizes tuberosas, reportadas na literatura, destacam-se a presenca de
compostos fendlicos antioxidantes (YAN et al., 1999; VALENTOVA et al., 2003;
TAKENAKA et al, 2003) e de lactonas sesquiterpénicas com atividades
antimicrobianas (LIN et al., 2003) e antiinflamatéria (SCHORR et al 2007).

Doenca de Chagas e Leishmaniose

A doencga de Chagas, que tem por agente etiolégico o Trypanosoma cruzi, e a
Leishmaniose, cujo agente etioldgico sdo espécies do género Leishmania, sao
graves problemas de saude publica que afetam principalmente populagcbes das
Américas Central e do Sul e da Africa. Nao ha, entretanto, nenhum farmaco eficaz
para o tratamento destas doencas, e entre os poucos farmacos disponiveis reporta-
se alta toxicidade e efeitos colaterais elevados.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) é uma enzima
glicolitica que catalisa a fosforilacao oxidativa de gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-
difosfatoglicerato, na presenca de fosfato inorganico e NAD" como coenzima
(ENGEL et al., 1987). A forma infectante de T. cruzi, tripomastigota metaciclica, é
dependente da via glicolitica para a producado de ATP e a inibicdo desta enzima
resulta em inibicdo da via glicolitica (BAKKER et al.,, 1999), tornando-a um
interessante alvo para desenvolvimento de farmacos antichagasicos.

As espécies pertencentes ao género Leishmania utilizam-se de trés enzimas
fosforribosil-transferases para a reciclagem de purino-nucleotideos, adenina-
fosforribosil-transferase (APRT), hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase
(HGPRT) e xantina-fosforribosil-transferase (XPRT), ao contrario de mamiferos que
possuem via de sintese de purinas de novo, as espécies do género Leishmania, sao
exclusivamente dependentes desta via de recuperacdo ( TUTTLE; KRENISTKY,
1980), o que tornam estas enzimas em interessantes alvos para desenvolvimento de

novos farmacos anti-leishmaniéticos.



Fungos isolados de Smallanthus sonchifolius

Em trabalhos anteriores realizados durante o programa de atualizacéo
desenvolvido pelo autor deste projeto, durante o ano de 2005 no Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, FCFRP-USP, isolou-se das raizes delgadas de S.
sonchifolius quatro fungos inicialmente designados PS-1, PS-2, PS-3 e PS-4 e
selecionou-se o fungo PS-2 para o desenvolvimento deste projeto, este fungo foi

posteriormente identificado como Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc.

Género Arthrinium

O género Arthrinium é composto por cerca de 20 espécies, presentes nos
mais diversos habitats, apresentando distribuicdo cosmopolita, possuem habitos
saprofiticos e fitopatdbgenos e desenvolvem-se particularmente sob gramineas. O
mecanismo de dispersdo de seus conidios € principalmente aéreo pela acao dos
ventos, sendo também dispersos por insetos e moluscos.

As colbnias destes género caracterizam-se por apresentarem-se compactas
ou dispersas, possuindo coloragdo esbranquicadas, rosada, acinzentadas ou
levemente amarronzadas. Os conidios sdao normalmente isolados, laterais e em
algumas espécies terminais, possuem formas e tamanhos diversos, com coloragao
amarronzadas ou enegrecidas, sem septos e possuindo geralmente paredes lisas. A
formacdo de conidios é lenticular e em algumas espécies elipsbides alargadas,
poligonais, curvos e outros (LARRONDO et al., 1995)

A literatura reportada ao género Arthrinium, ou por cepas em estado
teleomorfico, pertencente ao género Apiospora, a producdo de metabdlitos

secundarios bioativos com atividades antimicrobiana e antitumoral.

Metabodlitos secundarios e influéncias de condicées de cultivo sob a sua
producao

A producao de metabdlitos secundarios por fungos é um processo complexo,
estes produtos secundarios pertencem a diversos grupos estruturais, como
esterdides, xantonas, compostos fendlicos, isocumarinas, quinonas, terpenos,

citocalasanas, alcaléides e diversos outros grupos estruturais



A maior parte dos produtos naturais provenientes de fungos sédo originarios de
policetidios, peptideos ou combinacées de ambos. Eles derivam de Acetil-coA,
Malonil-CoA e aminoacidos e sdo agrupados por enzimas multidominios
denominadas policetideos sintases (PKSs), peptidios nao ribossomal sintases
(NRPSs) ou sistemas hibridos PKSs-NRPSs (MISIEK; HOFFMEISTER, 2007).

Diferente do metabolismo primario, 0os genes envolvidos nas vias
biossintéticas do metabolismo secundario apresentam-se, normalmente, agrupados
em um unico cromossomo. A regulacdo destes genes da-se por genes estruturais
que controlam os fatores de transcricdo, distinguindo-se os genes relacionados a
uma via metabdlica especifica e uma segunda classe de genes, que sdo mediadores
de fatores de sinalizagbes ambientais, como pH, fonte de carbono e nitrogénio,
temperatura do ambiente e presenca de luz. Essa regulacao sob diferentes niveis,
associadas a fatores de transcrigcdo especificos e fatores de transcricdo de grande
espectro, garantem que as vias metabdlicas do metabolismo secundario sejam
respondiveis as demandas gerais do metabolismo celular fungico (KELLER et al.,
2005).

Os estimulos de sinalizagcbes ambientais sdo mediados por proteinas G
heterodiméricas responsaveis pela elicitagdo de respostas fisioldgicas e bioquimicas
e por proteinas Zinco-Cys,His,, estas sdo fatores globais de transcricao associados
a sinalizagdes de carbono (CreA), nitrogénio (AreA) e pH (PacC), a expressao dos
genes relacionados ao metabolismo secundario € entdo regulada de forma positiva e
negativa por essas proteinas (YU; KELLER, 2005).

E sabido que em condicdes de fermentagdo, fatores como tempo de
incubacdao (FREITAS et al., 2002), pH, temperatura, aeragcdo, concentracao de
substrato e de indcuo influenciam os processos de sintese de substancias de
interesse (GADEN, 2000). Fonte de carbono, nitrogénio e fésforo também exercem
papel fundamental na producado de metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos
(ADRIO; DEMAIN, 2003). As caracteristicas do meio de cultivo podem, dessa forma,
privilegiar ou n&o, a producdo de certos metabdlitos, como também o uso de
elicitadores pode direcionar a producdo de certas substancias de interesse
(FURTADO et al., 2002).

Estudos sobre otimizagdo de condi¢des de cultivo podem além de propiciar
incremento na producdo de substancias com atividades biolégicas, contribuir para o

entendimento de aspectos bioquimicos e fisiolégicos desses organismos.



CONCLUSOES

O fungo Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. isolado em
associacao endofitica com Smallanthus sonchifolius é produtor de metabdlitos
secundarios com atividades antibacteriana, antifingica, antiparasitaria e antitumoral.

Modificagbes nas condigdes de cultivo deste fungo influenciaram a producéao
de metabdlitos secundarios e otimizaram sua produgao.

A atividade antibacteriana promovida por extratos aceto etilicos provenientes
do cultivo do fungo endofitico Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. é
passivel de otimizacdo. Obteve-se em cultivo fermentativo padrdao (3,0% de
sacarose, 0,2% de nitrato de sodio, pH 5.0, 30 °C por 20 dias) valores de CIM frente
a E. coli e frente a P. aeruginosa em 270 ug/mL e 170 ug/mL, respectivamente, e
apos a otimizagao das condigdes de cultivo ( 3,1% de sacarose , 0,1% de nitrato de
sodio, pH 4, 30 °C por 9 dias) em 90 pug/mL para ambas bactérias.

A atividade antifungica em extratos aceto etilicos, provenientes do cultivo do
fungo endofitico Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc., foi também passivel
de otimizacao. O cultivo desta cepa em meio fermentativo, na condicao padrao, nao
apresentou em seus extratos atividade antifungica. No entanto quando a cepa foi
cultivada nas condigdes otimizadas, em meio fermentativo suplementado em 3,0%
de sacarose, 0,2% de nitrato do sodio, pH 5.0, 30 °C apds 27 dias e em meio
fermentativo suplementado em 3,1% de sacarose, 0,1% de nitrato do sédio, pH 4.0,
30 °C apos 9 dias, detectou-se atividade antifungica frente Aspergillus fumigatus
(130 pg/mL). Para Candida albicans a melhor atividade foi detectada nos extratos de
cultivo em meio fermentativo com sacarose (3,0%) e nitrato de sédio (0,2%), apds 9
dias de cultivo a 30 °C, nos seguintes valores de pH 3;4;6 e 7.

A condicdao de cultivo que resultou na producdo da melhor atividade
antitumoral, contida no extrato aceto etilico, foi meio fermentativo suplementado com
sacarose (3,0%) e nitrato de sodio (0,2%), por 9 dias em pH 4 a 30 °C. Nesta
condicao o fungo endofitico Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. produziu
metabdlitos secundarios que inibiram 100% o crescimento das trés linhagens
tumorais humanas avaliadas, HCT-8, MDA-MB435 e SF295.

Diferentes extratos do fungo Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc.
apresentaram atividade inibitéria de enzimas parasitarias, sendo a melhor atividade

para a enzima APRT de L. tarentolae, assim como para a atividade antitumoral,



resultante do cultivo em meio fermentativo suplementado com sacarose (3,0%) e
nitrato de sédio (0,2%), por 9 dias em pH 4 a 30 °C, apresentando 66,41% de
inibigdo enzimatica. Nao ha relatos anteriores na literatura de atividade antitumoral e
antiparasitaria proveniente do fungo Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc.

Atividades antibacteriana, antifiUngica e antitumoral, detectadas em extratos
distintos, como aqui relatado, sugerem que o fungo Arthrinium state of Apiospora
montagnei Sacc. pode produzir substancias bioativas distintas.

O fungo Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc. € promissor na busca

de substancias bioativas, e como potencial fonte de produgcao de manitol.
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