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RESUMO

SILVA, E. M. Estudo quimico de cianobactérias marinhas e do cultivo misto entre a
linhagem Geitlerinema sp CENAS556 e o fungo Trichoderma atroviride, endofito da alga
marinha Bostrychia tenella. 2016. 148 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Organismos marinhos sdo reconhecidos como um rico reservatério de produtos naturais com
estruturas moleculares excepcionais. Neste contexto, cianobactérias e fungos endofiticos
emergiram como uma fonte promissora de substancias bioativas. O objetivo deste trabalho foi
buscar por substancias biologicamente ativas a partir de linhagem de cianobactérias marinhas
coletadas em Ubatuba, litoral do estado de S&o Paulo (Brasil) e explorar o potencial
biossintético do fungo Trichoderma atroviride (enddfito isolado da alga marinha Bostrychia
tenella, coletada nos costbes rochosos da Praia de Fortaleza, Ubatuba, SP) por meio do
cultivo misto com a linhagem de cianobactéria Geitlerinema sp CENAS556. Inicialmente,
cinco espécies de cianobactérias marinhas foram isoladas a partir da amostra coletada no
litoral de Séo Paulo e entdo caracterizadas filogeneticamente. As linhagem codificadas como
Geitlerinema sp CENAS552 e Geitlerinema sp CENAS556 foram cultivadas em meio
mimetizando &gua do mar e em seguida extraidas com uma mistura de CH,Cl,/ MeOH (2:1) e
em seguida AcOEt. O extrato concentrado foi particionado em fracdo hexano e fracdo
MeOH/H20 (95: 5). Quatro substéncias conhecidas foram identificadas a partir da fracéo
hexanica do extrato da linhagem Geitlerinema sp CENAS52 por anélises de CG-EM: 2-
hexil,1-decanol, 3-octadeceno, neoftadieno e palmitato de metila . A partir da fracdo hexanica
do extrato da linhagem Geitlerinema sp CENA556, foram identificados: dodecanal, 8-
heptadeceno, palmitaldeido, neoftadieno, fitol, palmitoleato de metila, 7-hexadecenoato de
metila e 9-hexadecenoato de metila. Sete substancias foram isoladas por CLAE-DAD
semipreparativa a partir da fragdo MeOH/H20 (95: 5) do extrato da linhagem Geitlerinema sp
CENAJS56 e identificadas por analises de espectroscopia de RMN e espectrometria de AR-
EM. Entre elas, cinco nucleosideos conhecidos isolados pela primeira vez em cianobactérias:
2’-deoxiuridina, timidina, adenosina, 2’-deoxiadenosina e uridina. Além disso, dois
aminoacidos: D-leucina e L-fenilalanina. O fungo Trichoderma atroviride foi cultivado
isoladamente em meio arroz e Czapek e os cultivos mistos entre o fungo e a cianobactéria
(linhagem Geitlerinema sp CENAbS56) foram realizados utilizando os mesmos meios de
cultura. Os extratos CH,Cl,/ MeOH (2:1) e AcOEt reunidos provenientes do cultivo misto em
meio Czapeck do fungo T. atroviride e da cianobactéria Gleiterinema sp CENA556 mostrou
diferenca significativa na producdo de metabdlitos quando comparado ao extrato do fungo e
da cianobactérias cultivados individualmente. Quatro sideréforos tipo catecol foram isolados
da fracdo MeOH/H20 (95: 5) deste extrato: agrobactina, agrobactina A, fotobactina e uma
substancia inédita. Agrobactina, a substancia majoritaria, mostrou atividade antibacteriana
substancial frente a P. mirabilis, E. coli, S. saprophyticus, S. aureus e P. aeruginosa. Assim, a
cianobactéria brasileira estudada Geitlerinema sp CENA556 mostrou-se promissora para o
isolamento de nucleosideos com atividade biologica. Além disso, o fungo T. atroviride
provou ser uma fonte prolifica de sideréforos antimicrobianos obtidos por eliciacdo biologica
com a cyanobactéria Geitlerinema sp CENAS556.
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ABSTRACT

SILVA, E. M. Chemical exploration of marine cyanobacteria and coculture of the
Geitlerinema sp CENA556 strain and the fungus Trichoderma atroviride, endophyte of
seaweed Bostrychia tenella. 2016. 148 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Marine organisms are recognized as a rich reservoir of natural products with exceptional
molecular structures. In this context, cyanobacteria and endophytic fungi has emerged as
source of promising bioactive compounds. The aim of this work was to look for biologically
active compounds from the marine cyanobacteria strains, collected in Ubatuba, coast of the
Sdo Paulo state (Brazil), and to explore the biosynthetic potential of the fungus Trichoderma
atroviride (endophyte isolated from marine seaweed Bostrychia tenella, collected in the rocky
Shore of Praia de Fortaleza, Ubatuba, SP) by coculture with the cyanobacteria strain
Geitlerinema sp CENAS556. Initially, five species of marine cyanobacteria were isolated from
the sample collected at the coast of Sdo Paulo, and then characterized phylogenetically.
Among them, the strains coded as Geitlerinema sp CENA552 and Geitlerinema sp CENA556
were cultured in mimicking seawater medium and extracted with a mix of CH,Cl,/ MeOH
(2:1), and then EtOAc. The concentrated extract was partitioned into hexane fraction and
MeOH/H20 (95: 5) fraction. Four known compounds were identified from the hexane
fraction of the Geitlerinema sp CENAS52 extract by GC-MS analysis: 2-hexyl-1-decanol, 3-
octadecene, neophytadiene, and methyl palmitate. Similarly, the compounds dodecanal, 8-
heptadecene, palmitaldehyde, neophytadiene, phytol, methyl palmitoleate, methyl 7-
hexadecenoate, and methyl 9-hexadecenoate were identified from the hexane fraction of the
Geitlerinema sp CENAS556 extract. Starting of MeOH/H20 (95: 5) fraction of Geitlerinema
sp CENA556 extract, seven compounds were isolated by semi preparative HPLC-PDA and
identified by NMR spectroscopy and HR-MS analysis. Among them, five known nucleosides
first isolated from cyanobacteria: 2’-deoxyuridine, thymidine, adenosine, 2’-deoxyadenosine,
and uridine. Also two amino acids: D-leucine and L-phenylalanine. Trichoderma atroviride
was grown alone in rice and Czapeck media and the coculture between the fungus and the
cyanobacteria (Geitlerinema sp CENAS556) were performed using the same media. The
CH,Cl,/ MeOH (2:1) and EtOAc pooled extract from the coculture of the fungus T. atroviride
and the cyanobacteria Gleiterinema sp CENA556 in Czapek medium shows significant
difference in the metabolites production when compared to individually cultured fungus and
cyanobacteria. Four catechol type siderophores were isolated from MeOH/H20 (95: 5)
fraction of this extract: agrobactin, agrobactin A, photobactin and one novel compound.
Agrobactin, the major compound, showed substantial antibacterial activity against P.
mirabilis, E. coli, S. saprophyticus, S. aureus and P. aeruginosa. Thus, the studied brazilian
cyanobacteria Geitlerinema sp appeared to be promising for isolation of nucleosides with
biological activity. Furthermore, the fungus T. atroviride proved to be a prolific source of
antibacterial siderophores obtained by biological elicitation with the cyanobacteria
Geitlerinema sp CENAS556.

Keywords: Marine natural products. Nucleosides. Siderophores. Antibacterial activity.



1 INTRODUCAO

1.1 Ambiente marinho e seus produtos naturais

A natureza, ao longo da historia, tem desempenhado um papel importante para a
geragdo de novos farmacos, seja pelo fornecimento de substancias bioativas ou de protétipos
moleculares para o desenvolvimento de derivados sintéticos, seja inspirando a sintese de
novas moléculas relacionadas estruturalmente com o produto natural original. Em decorréncia
disto, produtos naturais ou derivados destes representam cerca de 48 % do total de farmacos
disponibilizados para uso terapéutico entre os anos de 1981 e 2014 (NEWMAN & CRAGG,
2016; DAVID et al., 2015). Um exemplo que vale ressaltar é que 60% dos farmacos com
propriedades antitumorais utilizados atualmente séo derivados de fontes naturais (GOGINENI
et al., 2015).

Tendo em vista a natureza como uma fonte prolifica de produtos naturais, ndo podemos
deixar de que considerar que 95% da biosfera da terra sdo representados pelo ecossistema
marinho e este abriga uma vasta diversidade de organismos, com 300 mil espécies descritas
que representam apenas uma discreta parcela do total estimado (GOGINENI et al., 2015;
MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Além desta diversidade bioldgica, a imensiddo dos
oceanos e seu ambiente Unico sdo responsaveis também por uma excepcional diversidade
quimica (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

E importante salientar que cada produto ndo se origina na natureza para Servir aos
interesses humanos. Estas substancias comumente aparecem na natureza como produto de
vias metabolicas secundarias de organismos, com a finalidade de resistir a restricGes
ecologicas, regular sua biologia, garantir a sua coexisténcia e coevolugdo com outras espécies
do meio e/ou aumentar a sua taxa de sobrevida. E em decorréncia disto, a producdo de
algumas substancias é mantida durante a evolucdo das espécies com o objetivo de mediar
interacdes ecoldgicas (NUNEZ-PONS; AVILA, 2015; BLUNT et al., 2016). Desta forma, a
expressdo de substéncias bioativas estd diretamente ligada a presenga de estimulos externos
(CHEN et al., 2014). Assim, condi¢bes ambientais peculiares aos mares e oceanos, no que
tange a acidez ou alcalinidade das aguas, pressao, clima, incidéncia de radiacdo ultravioleta,
natureza e disponibilidade de nutrientes, concentracdo de oxigénio e salinidade, configuram
um importante fator na producdo de compostos quimicos complexos (CRAGG & NEWMAN,
2013; FELCZYKOWSKA et al., 2012). Além disso, assim como no ambiente terrestre, a

mobilidade restrita de alguns organismos marinhos promove mecanismos de defesa baseados



na sintese de metabdlitos secundarios toxicos, especialmente terpendides, alcaldides,
esteroides, derivados de agucares e peptideos (CHEUNG et al 2015; KUET & EFFERTH,
2014). Sugere-se que 0s organismos marinhos possuem uma maior prevaléncia de metabdlitos
bioativos do que os organismos terrestres (HUSSEIN & MOHAMED, 2015). Ainda,
compostos isolados do ambiente marinho sdo extraordindrios por sua complexidade e
conectividade, muitas vezes apresentando incorporacdo de heterodtomos e halogénios
(HUSSEIN & MOHAMED, 2015; GRIBBLE, 2015; GERWICK & MOORE, 2012). Assim,
processos de adaptacdo das diversas espécies as pressdes ecoldgicas e ambientais fazem do
habitat marinho um reservatdrio consideravel de novos produtos naturais estruturalmente
diversos e biologicamente ativos (GERWICK & MOORE, 2012; CRAGG & NEWMAN,
2013; HOU et al., 2015).

Em geral, substancias naturais isoladas do ambiente marinho expressam maior
bioatividade que aquelas do ambiente terrestre. Por exemplo, em ensaios de citotoxicidade,
aproximadamente 1% das amostras marinhas testadas evidenciaram potencial antitumoral
contra 0,1% das amostras terrestres testadas (LI et al., 2015, MUNRO et al., 1999). No
entanto, ao contrario das plantas terrestres, consagradas pelo uso na medicina tradicional, o
estudo de organismos marinhos como possivel fonte de metabdlitos bioativos possui uma
historia relativamente recente. Esta teve inicio a pouco mais de 50 anos e tem ganhado um
substancial reconhecimento nos dltimos anos (HUSSEIN & MOHAMED, 2015). Segundo
Blunt e colaboradores (2016) no periodo de 1965 a 2014, cerca de 25700 novos compostos
foram descritos, sendo que o total apenas no Gltimo ano deste periodo foi de 1378 substancias
descritas. Embora apenas cerca de 25 % destas substancias documentem estudos de
bioatividade, muitas ja apresentaram potenciais bioldgicos relevantes (BLUNT et al., 2016;
HOU et al., 2015). O surgimento destas novas estruturas quimicas, com alta especificidade
por receptores moleculares nas células permitiram o desenvolvimento de novas drogas com
diversas indicacOes terapéuticas, especialmente para o tratamento do cancer (RANGEL &
FALKENBERG, 2015). Vérias formas de vida marinha tém sido submetidas a analises em
busca de seus produtos naturais, entre elas tunicados, esponjas, corais moles, lebres do mar,
nudibranquios, briozoéarios, lesmas do mar e outros organismos (HUSSEIN & MOHAMED,
2015). Como resultado destes estudos, o ambiente marinho tem disponibilizado ndo s6 uma
variedade de farmacos, mas também agrogquimicos, cosméticos, enzimas e suplementos
nutricionais, com grandes perspectivas comerciais (MOGHADAMTOUSI et al., 2015;
BLUNT et al., 2016; CHEUNG et al 2015; GOGINENI et al., 2015; GRIBBLE, 2015; HONG
etal., 2015; HUSSEIN & MOHAMED, 2015; RANGEL & FALKENBERG, 2015).



Os primeiros produtos naturais bioativos reportados que serviram como proto6tipos para
medicamentos foram descobertos na metade do século passado: os nucleosideos arabinosil
espongotimidina e espongouridina, provenientes da esponja marinha caribenha Tectitethya
cripta (Cryptotethya crypta) (BERGMANN & FEENEY, 1951). Sinteses e modificacdes das
moléculas naturais deram origem as drogas antivirais e antileucémicas desenvolvidas a partir
dos anos 70, incluindo o primeiro tratamento efetivo contra infec¢do por HIV (RANGEL &
FALKENBERG, 2015; GOGINENI et al., 2015). Hoje, transcorridos 65 anos, nove farmacos
de origem marinha sdo utilizados na clinica medica, sob aprovacdo do FDA (Food and Drug
Administration — EUA). Além destes, pelo menos 13 farmacos encontram-se em fase de
estudos pré-clinicos e clinicos avangados visando diversas aplicacbes, desde anti-
inflamatdrios e cicatrizantes, até medicamentos para o tratamento de doencas neuroldgicas
como a doenca de Alzheimer e a esquizofrenia (CHEUNG et al 2016; ZHANG et al., 2016;
RANGEL & FALKENBERG, 2015; BOURGUET-KONDRACK & KORNPROBST, 2014;
GERWICK & FENNER, 2013; NEWMAN & CRAGG, 2016).

Revisbes publicadas por Rangel e Falkenberg (2015) e Mayer e colaboradores (2010)
trazem informacGes detalhadas sobre farmacos marinhos aprovados e 0s que se encontram
atualmente em testes clinicos. De forma geral, o desenvolvimento clinico de farmacos de
origem marinha focou-se principalmente no tratamento do cancer, com quatro medicamentos
atualmente  disponiveis no  mercado: o nucleosideo  sintético  citarabina
(arabinofuranosilcitidina ou Ara-C, Cytosar-U®) (Quadro 1) indicada para o tratamento das
leucemias ndo-linfocitica aguda, mielocitica crénica e meningea desde 1972 (MCCONNELL
et al., 1994); o mesilato de eribulina (Halaven®) (Quadro 1) aprovado em 2010 para o
tratamento de céncer de mama metastatico, andlogo simplificado da halicondrina B, um
poliéter macrociclico produzido por esponjas marinhas (LIU et al., 2012); o alcal6ide semi-
sintético trabectedina (Yondelis®) (Quadro 1), originalmente produzido pelo tunicado
Ecteinascidia turbinata, aprovado em 2007 e utilizado como antitumoral de amplo espectro
(GALMARINI et al., 2014); e o brentuximab vedotina (Adcetris®) (Quadro 1), que consiste
de um derivado sintético da dolastatina 10 conjugado a um anticorpo (DORONINA et al.,
2003), lancado no mercado em 2011 para o tratamento de linfomas (RANGEL &
FALKENBERG, 2015). Ainda, pelo menos nove substancias com propriedades antitumorais
encontram-se em testes clinicos avancados, como por exemplo, alguns derivados das
dolastatinas, originalmente produzidas pelo molusco Dolabella auricularia e cianobactérias
(RANGEL & FALKENBERG, 2015). Em destaque, temos o depsipeptideo deidrodidemnina

B (Aplidin®) (Quadro 1) isolado do tunicado Aplidium albicans, que se encontra em testes



clinicos de fase Il para o tratamento de mieloma mudltiplo e de fase Il para outras neoplasias
(MITSIADES et al., 2008). Considerando a eficicia terapéutica do Adcetris®, outros
conjugados de anticorpos e toxinas marinhas também estdo sendo avaliados (DORONINA et
al., 2008). Produtos naturais marinhos também tém um papel importante no desenvolvimento
de medicamentos antivirais. Como exemplo disto, temos o0 nucleosideo vidarabina
(arabinofuranosiladenina ou Ara-A, Vira-A®) (Quadro 1), originado por semi-sintese a partir
do nucleosideo espongouridina e entdo produzido via fermentativa pelo fungo Streptomyces
antibioticus, sendo indicado para o tratamento de infeccdes virais por herpes, vaccinia e
varicella-zoster desde 1976 (WHITLEY et al., 1980). Também inspirado no nucleosideo
original espongouridina, temos os antivirais aciclovir (Zovirax®) (Quadro 1), indicado para o
tratamento de infeccBes por herpes simplex, zoster e varicela (SNOECK et al., 1999); e
zidovudina (Retrovir®), lancado em 1987 para o tratamento de pacientes infectados pelo virus
HIV (MITSUYA et al., 1985). O ziconotideo (Quadro 1) é um peptideo analgésico,
comercializado pelo nome de Prialt®, disponivel no mercado desde 2004, indicado para o
tratamento de dor neuropaética e crénica. Ele foi inicialmente isolado do veneno do mexilhéo
Conus magnus e entdo sintetizado (MCGIVERN, 2007). O alcaldide tetrodotoxina (Quadro
1), isolado de peixes, algas e bactérias, esta atualmente em testes clinicos para o tratamento de
dor neuropética e periférica associadas ao cancer (BANE et al., 2014). O tratamento da
hipertrigliceridemia também conta com um medicamento representante do ambiente marinho.
O mesmo é composto por dois ésteres etilicos do acido 6mega-3 de peixes, comercializados
pelo nome de Lovaza®, lancado em 2004 (KOSKI, 2008). Vale ainda citar um produto
natural marinho que se destacou na agroindustria: a nereistoxina, extraida da poliqueta
marinha Lumbrinereis sp. e que serviu de protétipo para o inseticida Cartap (Padan®)
(Quadro 1) largamente utilizado para o controle de pragas em plantacdes de laranja e outras
culturas (FREITAS, 1990).



Quadro 1: Substancias de origem marinha ou derivadas disponiveis comercialmente ou em
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Segundo Gerwick e Fenner (2013) hd um conceito geral de que, em média, de cada
15000 compostos obtidos de fontes naturais tradicionais que sdo analisados, apenas um
avance para o uso clinico efetivo. Entretanto, considerando o ambiente marinho, a cada cerca
de 2500 produtos naturais caracterizados, um tornou-se um farmaco aprovado. Ainda,
segundo Hussein e Mohamed (2015), dois dos 13 produtos naturais e derivados aprovados
para o uso terapéutico de 2005 a 2007, s&o provenientes de organismos marinhos. Com base
nestes dados, este ambiente peculiar pode ser considerado o maior reservatério de produtos
naturais bioativos, com potencial para tratar diversas de doencas (Hussein; Mohamed, 2015).
Assim, com o0 aumento do numero de produtos naturais marinhos bioativos caracterizados nos
ultimos anos, acredita-se que a propor¢cdo de medicamentos de origem marinha tende a
aumentar num futuro proximo (ZHANG et al., 2016; RANGEL & FALKENBERG, 2015).

1.2 Abordagens modernas da pesquisa com produtos naturais marinhos

O numero de produtos naturais marinhos caracterizados tem experimentado um
crescimento expressivo a partir dos anos 90 (PEREZ-VICTORIA et al., 2016; ZHANG et al.,
2016). De acordo com Hussein e Mohamed (2015), no periodo de 2000 a 2003, 2450 novos
produtos naturais de origem marinha foram descritos, enquanto que no periodo de 1965 a
1970, foram apenas 100. Este fato se deve principalmente aos avancos nos métodos
cientificos modernos, que abrangem desde a coleta e extracdo dos organismos produtores,
aperfeicoamento de técnicas de desreplicacdo e elucidacdo estrutural, sintese quimica e por
fim ensaios biolégicos que validam estas substancias como bioativas (PEREZ-VICTORIA et
al., 2016; ZHANG et al., 2016; RANGEL & FALKENBERG, 2015; LI et al., 2015)

Técnicas e equipamentos sofisticados de amostragem e coleta em ambientes extremos,
como as aguas profundas de oceanos e solo antartico, tem permitido acesso sem precedentes a
uma fonte inexplorada de biodiversidade (L1 et al., 2015).

No entanto, estima-se que menos de 0,1% dos microrganismos marinhos sao conhecidos

e apenas uma pequena quantidade deles sdo prontamente cultivaveis em laboratério. Assim,




técnicas de cultivo incluindo modificagdes no meio de cultura como o uso de meios baseados
em agua do mar, adi¢do de substancias sinalizadoras e outros méetodos tem sido empregados
para proliferar linhagens de microrganismos com potencial metabolico Unico (ZHANG et al.,
2016).

Para se alcancar com maior eficiéncia compostos com estruturas ineditas € essencial
uma rapida desreplicagdo (identificacdo de compostos bioativos ja conhecidos) de extratos
brutos e suas fracGes. Para tanto, os principais recursos utilizados sdo combinacdes de
técnicas validadas de separacdo de alta resolucdo (CLAE e CLUE) com sistemas de deteccdo
que fornecem uma alta densidade de informagcGes. Assim, combinacOes de diferentes
instrumentacdes na forma de dispositivos hifenados como EC-EM (eletroforese capilar-
espectrometria de massas), CLAE-EM (cromatografia liquida de alta eficiéncia-
espectrometria de massas) ou CLAE-RMN (cromatografia liquida de alta eficiéncia-
ressonancia magnética nuclear) sdo bastante utilizados nas pesquisas modernas em produtos
naturais (PEREZ-VICTORIA et al., 2016; ZHANG et al., 2016; LI et al., 2015).

O uso de bancos de dados adequados é um fator determinante para a realizacdo de um
estudo de desreplicacdo satisfatorio. Para tanto, existem disponiveis inimeros bancos de
dados para produtos naturais, p. ex. Scifinder, Dictionary of Natural Products, PubChem,
ChemSpider, Antibase, entre outros. Existem ainda alguns bancos de dados especificos de
produtos naturais do ambiente marinho como o Antimarin, Marinlit e o Marine Dictionary of
Natural Products (PEREZ-VICTORIA et al., 2016). O desenvolvimento de banco de dados
in-house dentro dos centros de pesquisa também é um recurso bastante utilizado para agilizar
a descoberta de novos compostos (PEREZ-VICTORIA et al., 2016). Um exemplo que se
destaca € o Molecular Networking, que vem sendo aplicado também no estudo de
cianobactérias marinhas e consiste em uma nova abordagem que organiza dados de EM/EM
baseado na similaridade quimica (PEREZ-VICTORIA et al., 2016; WATROUS et al., 2012;
YANG et al.,, 2013) permitindo ndo sO desreplicar moléculas conhecidas em misturas
complexas, mas também indicar correlacdo com substancias analogas.

A hifenacdo de técnicas de separacdo e deteccdo fornece informagfes convenientes dos
componentes presentes em uma amostra, porém técnicas de cromatografia analitica e
semipreparativa podem ser empregadas para microfracionar o extrato bruto natural com o
intuito de obter o isolamento da substdncia de interesse e assim obter acesso a sua
bioatividade e elucidacio ativa da sua estrutura (PEREZ-VICTORIA et al., 2016).

Apesar do tremendo aperfeicoamento no desempenho das técnicas de espectrometria de

massas, a espectroscopia de RMN permanece como mandatoria para a elucidacéo estrutural



absoluta de analitos orgénicos, uma vez que fornece uma maior riqueza de informacoes
estruturais (PEREZ-VICTORIA et al. 2016; LI et al., 2015). No entanto, a pesquisa de
produtos naturais marinhos € limitada pela diminuta quantidade das substancias purificadas, o
que afeta seriamente os dados obtidos por RMN. Para sanar esse problema, além do uso de
microtubos que permitem uma menor diluicdo do analito, existem técnicas de RNM
utilizando micro crio-sondas (microcryoprobes) que possibilitam a elucidacao de estruturas de
compostos em escala nanomolecular (LI et al., 2015). Além disso, técnicas computacionais de
elucidacdo estrutural para moléculas com estruturas complexas também tem sido de grande
utilidade (LI et al., 2015). A estereoquimica € um importante aspecto da pesquisa de produtos
naturais. Recentemente, abordagens integradas para determinacdo da configuracdo baseadas
em banco de dados de RMN, propriedades opticas, inferéncias da biossintese ou
bioinformaética, cristalografia de raio-X e sintese quimica tem sido amplamente aplicadas a
produtos naturais marinhos (MOLINSKI & MORINAKA, 2012).

Uma importante abordagem da pesquisa em produtos naturais marinhos consiste da
fusdo de estudos quimicos e biologicos por meio do advento da biologia molecular aplicada
ao estudo da producdo de metabdlitos secundarios. Esta tem proporcionado grandes avangos
no entendimento das bases genéticas e enzimaticas envolvidas na biossintese de produtos
naturais marinhos (LANE & MOORE, 2011; ENGENE et al., 2013a; PEREIRA et al., 2013).
Além disso, organismos que crescem em laboratério comumente apresentam grupos de genes
silenciados, assim o numero de genes biossintéticos real costuma ser muito maior que o
naumero de produtos naturais experimentalmente caracterizados. Atualmente, as abordagens de
metagendmica, mineracdo do genoma e biossintese heter6loga abriram a janela da prospecc¢édo
de recursos oceénicos em termos de descoberta de drogas naturais marinhas (ZHANG et al.,
2016). Esta abordagem é também um recurso importante que deve ser explorado no estudo da
diversidade dos organismos marinhos, sendo uma ferramenta util para a classificacdo
quimiotaxondmica das espécies (KOMAREK, 2006; KOMAREK, 2010).

1.3 Microrganismos marinhos como fonte inestimavel de novos produtos naturais

bioativos

As aguas marinhas comportam uma grande diversidade de formas de vida microbiana,
incluindo bactérias, cianobactérias, fungos, virus e actinomicetos. Estes podem viver de forma
livre ou em associagdo com hospedeiros como animais marinhos e plantas (SINGH et al.,
2015).



A maioria das substancias de origem marinha caracterizadas até o momento foi isolada
a partir de organismos superiores como moluscos, esponjas e tunicados, porém ha evidéncias
experimentais e circunstanciais que comprovam que microrganismos associados ou
simbiontes a estes organismos sdo ou possam ser 0s verdadeiros produtores destas
substancias. Neste contexto, alguns autores consideram que bactérias heterotréficas e
cianobactérias sdo as verdadeiras protagonistas metabolicas do mundo oceénico, uma vez que
respondem pela biossintese de cerca de 80% do total de farmacos de origem marinha
aprovados e em testes clinicos atualmente (GERWICK & FENNER, 2013; GERWICK &
MOORE, 2012; PIEL, 2009).

O potencial de microrganismos marinhos taxonomicamente variados fica bastante claro
em revisdes publicadas recentemente, que descrevem principalmente as atividades
antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatdria, antifungica e antiviral de seus metabolitos
(BLUNT et al 2016; CHEUNG et al., 2016; CHEUNG et al., 2015; GOGINENI et al., 2015;
GRIBBLE, 2015; HABBU et al.,, 2016; HONG et al., 2015; HOU et al., 2015;
MOGHADAMTOUSI et al., 2015; SATO, 2015; SWAIN et al., 2015). Considerando que
menos de 0,1% das espécies microbianas do oceano sao conhecidas, pode-se notar como uma
investigacdo extensiva de metabolitos secundarios marinhos, levando ndo apenas a um
entendimento de seus papéis dentro de seus ecossistemas, mas também do potencial de seu
uso na saude humana, pode abrir muitos caminhos para a descoberta de novos farmacos
(HOU et al., 2015; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Assim, pequenos organismos como
fungos, cianobactérias e diversos outros grupos de eubactérias, que outrora haviam sido
deixados a parte dos estudos para obtencdo de produtos bioativos, hoje tem movimentado
diversos grupos de pesquisa neste sentido (GERWICK & MOORE, 2012).

1.3.1 Cianobactérias marinhas

Cianobactérias compreendem um filo de organismos pertencentes ao Dominio Bacteria,
procarioticos, fotossintetizantes, morfologicamente diversos, de crescimento lento,
encontrados em uma variedade de habitats e condigGes ambientais, sendo provavelmente os
organismos mais antigos ainda existentes sobre a Terra (DITTMANN et al 2015; MISHRA et
al 2015; ALTERMANN & KAZMIERCZAK, 2003). O interesse cientifico em relagcdo as
cianobactérias vem crescendo nos ultimos anos, prova disto é que no SciFinder® (ferramenta
de busca da CAS® — Chemical Abstracts Service) o nimero de publicagdes em que consta o

termo “cyanobacteria” aumentou mais de 4,5 vezes nos ultimos 25 anos (Figura 1). Durante



muito tempo, este interesse esteve ligado principalmente ao estudo das cianotoxinas, que séo
toxinas produzidas por cianobactérias. Especialmente em condi¢gdes de eutrofizagdo e
elevacdo da temperatura das aguas, as cianobacterias sdo capazes de formar floracdes toxicas,
contaminando corpos de agua e causando sérias consequéncias na saude humana e de outros
organismos vivos (DITTMANN et al 2015; FERRAO-FILHO & SUZUKI, 2011;
RATNAYAKE et al., 2012). Ao contrario dos animais, morte por exposi¢do a cianotoxinas é
considerada rara em humanos. No entanto, ha varios relatos de casos de envenenamento
agudo em animais e humanos por cianotoxinas ao redor do mundo (WOOD, 2016). No Brasil,
0 episodio mais expressivo ocorreu em 1996, devido a exposicéo intravenosa de pacientes a
cianotoxina hepatotoxica microcistina, durante o tratamento em uma clinica de hemodialise.
Este acontecimento culminou em 76 mortes, sendo o primeiro caso de mortes confirmado por
cianotoxinas no mundo (WOQD, 2016; AZEVEDO et al., 2002).

Figura 1: Aumento do numero de publicacfes contendo a palavra cyanobacteria no banco de
dados SciFinder®
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Em contrapartida, nos ultimos anos, estudos tém revelado que cianobactérias marinhas,
terrestres e de &gua doce sdo capazes de produzir, somando-se a estas toxinas, uma grande
variedade de produtos naturais com estruturas quimicas complexas e importantes atividades
biolégicas. (DITTMANN et al 2015; NUNNERY et al.; 2010; CHLIPALA et al., 2011,
DUCAT et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2012). Dentre as bioatividades descritas para estes
metabdlitos podemos citar a citotoxica, antitumoral, antiviral, antibacteriana, antiprotozoal,
antifungica, algicida, antiinflamatoria, inibidora enzimatica, antiobesidade, canabinomimética
e protetora contra radiagdo ultravioleta (BLUNT et al., 2016; DITTMANN et al., 2015;
NIEDERMEYER, 2015; RASTOGI et al., 2015; SWAIN et al., 2015; PEREIRA et al., 2010;
TAN, 2010; CHOI et al., 2012a; CHOI et al., 2012b; DABAS et al., 2014). Estdo entre

interessantes descobertas recentes, descritas por Blunt e colaboradores (2016): o lipopeptideo



acetilénico kurahyne (Quadro 2), inibidor de células Hela e indutor de apoptose, isolado de
uma colecdo de cianobactérias com predominancia de Moorea sp (IWASAKI et al., 2014);
analogos de aplysiatoxina (Quadro 2), 3-metoxiaplysiatoxina e 3-
metoxidebromoaplysiatoxina isolados de Trichodesmium erythraeum, capazes de inibir o
virus Chikungunya (GUPTA et al., 2014); a yoshinona A (Quadro 2), que apresentou
potencial como droga anti-obesidade por inibir a diferenciacdo celular em adipdcitos
(INUZUKA et al., 2014); E a mooreamida A (Quadro 2), um lipideo canabinomimeético
obtido de Moorea bouillonii, 0 mais potente derivado marinho inibidor do neurorreceptor
CB1 descrito até o0 momento (MEVERS et al., 2014). Estes dados evidenciam parcialmente a
gama de diferentes aplicacbes que podem ser exploradas a partir de metabo6litos de

cianobactérias.

Quadro 2: Algumas substancias isoladas recentemente de cianobactérias com atividades
bioldgicas

Atividade
Biolbgica Estrutura quimica

Antitumoral

Kurahyne

Antiviral

Aplysiatoxina

Anti-obesidade

Yoshinona A

Canabinomimética N o

Mooreamida A




Presume-se que estes metabdlitos foram otimizados por evolugdo ao longo de bilhGes
de anos para exercer alta afinidade por seus alvos biolégicos em organismos ecologicamente
relevantes, assim apresentando atividade também em diferentes contextos bioldgicos como as
células humanas (DITTMANN et al 2015; RASTOGI et al., 2015; SALVADOR-REYES &
LUESCH, 2015). Segundo Dittmann e colaboradores (2015), a diversidade quimica conhecida
de produtos naturais de cianobactérias inclui mais de 1100 metabolitos secundérios, descritos
a partir de 39 géneros, especialmente Lyngbya, Microcystis, Nostoc e Hapalosiphon. Estas
substancias representam diversas classes estruturais, incluindo peptideos, policetideos,
alcaldides, lipideos e terpenos. Muitas vezes apresentando modificagBes estruturais raras ou
incomuns. A maioria sdo peptideos, ou contém uma secdo peptidica e sdo produzidas via
sistema enzimatico peptideo ndo ribossomal sintase (NRPS) e/ou via policetideo sintase
(PKS). Assim, algumas substancias tem predominancia peptidica como microcistina,
nostoficina, lingbiatoxina, nostopeptolideo e hectoclorina; enquanto outras possuem
predominancia policetidica como as jamaicamidas, curacina, cilindrospermopsina e
anatoxina-a. Estudos relativos aos mecanismos biossintéticos, juntamente com avangos no
sequenciamento gendmico tém demonstrado que a producdo de metabdlitos secundarios de
interesse por cianobactérias é fortemente respaldada por um grande arsenal genético e
enzimatico e muito da diversidade quimica conhecida é apenas uma fracdo da verdadeira
capacidade biossintética destes organismos (DITTMANN et al 2015; KEHR et al., 2011,
JONES et al., 2012, ENGENE et al., 2013a).

O perfil quimico de metabdlitos secundarios de invertebrados marinhos como esponijas,
ascidias e moluscos também pode ser alterado por interacGes ecoldgicas com cianobactérias,
seja por meio de endosimbiose ou por enriquecimento da dieta. Neste sentido, pesquisas
indicam que 20% dos produtos naturais marinhos aprovados pelos FDA ou em testes clinicos
sdo possivelmente biossintetizados por cianobactérias (SALVADOR-REYES & LUESCH,
2015; GERWICK & FENNER, 2013). Ainda, a aprovacao pelo FDA do conjugado anticorpo-
farmaco brentuximab vedotin, inspirado no composto dolastatina 10, derivado de
cianobactéria, validou o grupo como fonte de novos farmacos (SALVADOR-REYES &
LUESCH, 2015).

Afora o enfoque farmacologico, a engenharia metabdlica de cianobactérias também
tem sido aplicada com sucesso para a obtencéo de produtos biotecnolédgicos. Desta forma, a
capacidade fotossintética das cianobactérias tem sido direcionada para a producdo de
biocombustiveis, bioplasticos e outras commodities quimicas (GAO et al., 2016; HEIMANN,
2016; ANGERMAYR et al., 2015).



Assim, estes microrganismos que habitam a Terra a cerca de 2,5 bilhdes de anos
(RASMUSSEN et al., 2008), demonstram ter um potencial ainda muito longe de ser esgotado,
especialmente no que tange a descoberta de novas substancias para subsidiar a farmacologia
moderna. Com base neste argumento e considerando ainda que o litoral brasileiro constitui
um ambiente pouco explorado em relacdo a biodiversidade de cianobactérias, no capitulo |
deste trabalho sdo descritos o isolamento e estudo filogenético de cinco linhagens de
cianobactérias marinhas coletadas no litoral do estado de Sdo Paulo e o estudo quimico de
uma destas linhagens para acesso aos seus constituintes majoritarios e as suas possiveis

aplicacBes farmacoldgicas.

1.3.2 Fungos endofiticos de algas marinhas

A diodiversidade marinha é extremamente complexa e contém um amplo espectro de
diversidade de fungos (HONG et al., 2015). O estudo de produtos naturais provenientes de
fungos marinhos constitui um campo de pesquisa em ascensdo, com 318 novas substancias
reportadas em 2014, comparadas a 223 em 2013 (BLUNT et 2016). Fungos marinhos séo
potenciais produtores de compostos bioativos com aplicacfes farmacoldgicas, dentre elas
citotoxica, antiviral, antibacteriana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatéria (BLUNT et
al., 2016; WIBOWO et al., 2016; ZHANG et al., 2016; MOGHADAMTOUSI et al 2015).

Apesar da patogenicidade de certas espécies de fungos marinhos, a maior parte das
relagBes encontrada em fungos marinhos é do tipo mutualistico. Assim, a vida destes fungos
depende fortemente de suas relacdes simbidticas com outros organismos marinhos como algas
e invertebrados (MOGHADAMTOUSI et al 2015). Fungos associados a algas marinhas
incluem parasitas, saprofitos ou endosimbiontes, também chamados endofiticos (SINGH et
al., 2015). Fungos endofiticos s&o definidos como aqueles que vivem internamente em
hospedeiros (algas ou plantas) aparentemente saudaveis e assintomaticos. Este grupo possui
uma alta diversidade de espécies e sdo considerados ubiquos, sendo que algumas espécies
hospedeiras costumam abrigar mais de 30 espécies de fungos diferentes (NISA et al., 2015).

Diversas classes de substancias quimicas como alcaldides, esteroides, xantonas, fenais,
isocumarinas, derivados de perileno, quinonas, furanodionas, terpendides, flavonoides,
depsipeptideos, citocalasinas, entre outras foram isolados de fungos endofiticos. Estes
metabolitos secundarios sdo sintetizados por varias vias, incluindo a via de isoprendides,
policetideos e/ou a sintese ndo-ribossomal de peptideos. Estes, atuando como alologuimicos,

ndo s6 promovem protecdo ao hospedeiro frente a outros microrganismos circundantes, mas



também garantem sua associacdo com os hospedeiros (NISA et al., 2015; SINGH et al.,
2015).

Hoje, no estudo de produtos naturais, hd uma vertente de mudanca de enfoque dos
organismos hospedeiros para os seus endoéfitos. Esta mudanca pode ser atribuida a dois
importantes fatores: Primeiro, o potencial destes organismos de produzirem substancias
quimicas novas, importantes para a descoberta de novas drogas (ZHANG et al., 2016);
Segundo, a capacidade de produ¢do dos mesmos compostos de seus hospedeiros (NISA et al.,
2015). Um exemplo, que decorre deste altimo fator, € a producdo de taxol, inicialmente
extraido da casca da planta Taxus brevifolia, através de um procedimento inviavel ambiental e
economicamente. Estudos de aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas e novos métodos de
extracdo a partir de fungos endofiticos produtores de taxol demonstraram melhorar a
eficiéncia e sustentabilidade da producdo deste importante antitumoral (ZHOU et al., 2010).
Pesquisas na literatura também revelam que o nimero de novas estruturas quimicas
produzidas por enddéfitos (51%) é significantemente maior que dos fungos do solo (38%)
(NISA et al., 2015).

Embora muitos pesquisadores de endofitos e de seus produtos naturais tenham focado
naqueles isolados de plantas terrestres, enddfitos de macroalgas marinhas tem na Gltima
década ganhado atencdo como uma fonte inexplorada de biodiversidade e rica em compostos
bioativos de estruturas moleculares sem precedentes na natureza (NISA et al., 2015). A gama
de espécies de fungos isolados e a descoberta de novos produtos naturais com amplo espectro
de atividades, incluindo antibacteriana, antifdngica, antiviral, antiprotozoario, antiparasitica,
antitumoral, antioxidante, moduladora/ inibidora de enzimas, algicida, inseticida, entre outras,
ddo um vislumbre do potencial biossintético de endofitos de macroalgas (LIU et al., 2016;
WANG et al., 2016; ZHANG et al., 2016; FLEWELLING et al., 2015; PRAKASH, 2015;
SINGH et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012; ARIFFIN et al., 2011).

Em suma, fungos endofiticos representam prospectivos produtores de substancias
quimicamente novas e bioativas, para serem exploradas em uma variedade de areas como
medicina, agricultura e industria. Assim, o capitulo Il deste trabalho relata a prospeccédo
guimico-farmacologica do fungo Trichoderma atroviride, enddfito da alga marinha
Bostrychia tenella, quando em cultivo misto com uma linhagem de cianobactéria. A técnica
de cultivo misto sera discutida no capitulo 11, no entanto, em linhas gerais esta visa forcar a
expressao de genes que podem estar silenciados nas condigdes normais de cultivo laboratorial,

levando a uma melhor exploracdo do potencial biossintético do fungo estudado.



2 CAPITULO | - Estudo filogenético e quimico de linhagens de cianobactérias do
litoral brasileiro

2.1 Introducao

Organismos membros do filo Cyanobacteria apresentam grande diversidade genética e
metabolica, caracteristica que se constitui em pré-requisito para serem considerados fonte
potencial para a producdo de produtos naturais (DITTMANN et al., 2015; ENGENE et al.,
2013a). Cianobactérias marinhas provaram ser uma fonte importante de produtos naturais
bioativos com diferentes atividades. Dentre elas, existem toxinas perigosas para humanos e
animais (DITTMANN et al., 2015; RATNAYAKE et al., 2012; FERRAO-FILHO &
SUZUKI, 2011) e compostos benéficos com atividades antitumoral e antiviral (BLUNT et al.,
2016; DITTMANN et al., 2015; GERWICK & MOORE, 2012). A espécie de cianobactéria
mais bem conhecida em relacdo a producdo de produtos naturais € a Lyngbya majuscula
(ENGENE et al., 2012). InvestigacGes bioquimicas e filogenéticas do género Lyngbya
demonstraram claramente sua natureza polifilética formada por menos trés linhas
evolucionérias distintas, resultando na construcdo de dois novos géneros de cianobactérias
marinhas, Moorea e Okeania, que além de seu parentesco morfolégico com Lyngbya, também
sdo ricos na producdo de metabolitos secundarios bioativos (ENGENE et al. 2012; ENGENE
et al. 2013b). Recentemente, outros grupos de cianobactérias marinhas foram avaliados
resultando na descricdo de um novo género, como Halotia e Aliterella (GENUARIO et al.,
2015; RIGONATO et al., 2016).

A taxonomia moderna baseia-se na abordagem polifasica. Nesta abordagem, sao
considerados ndo s6 aspectos morfologicos, mas também filogenéticos, ultraestruturais,
fisiologicos e ecoldgicos para se obter uma melhor caracterizacdo e classificacdo taxondmica
das linhagens (KOMAREK, 2010; BRITO et al., 2012; ROLDAN et al., 2012). Portanto, o
estudo da producdo de metabolitos secundarios também fornece dados importantes para o
posicionamento taxonémico de determinada linhagem (KOMAREK, 2006; KOMAREK,
2010). Além das avaliacGes filogenéticas, o isolamento de linhagens de cianobacteérias,
especialmente em locais pouco explorados, permite a investigacdo da sua producdo de
metabdlitos bioativos com interesse biomédico ou biotecnoldgico (SILVA et al., 2014).

Geitlerinema sp € um género de cianobactérias filamentosas, homocitadas, pertencente a
ordem Oscillatoriales (ANAGNOSTIDIS, 1989). Ndo ha muitos relatos na literatura a

respeito de substancias isoladas a partir deste género. Caicedo e colaboradores (2012) relatam



a identificacdo de dois exometabdlitos bioativos, o composto fenolico 4,4'-diidroxibifenil e o
alcaldide inddlico harmane (Figura 2). Em outros estudos, estes metabdlitos apresentaram
atividade antimicrobiana, desincrustante e anticianobacteriana (VOLK & FURKERT, 2006;
VOLK, 2007; REZA & ABBAS, 2007). Andrianasolo e colaboradores (2005, 2007) isolaram
dois produtos naturais com propriedades citotoxicas a partir das células de uma linhagem de
cianobactéria marinha Geitlerinema sp.: Swinholida A e mitsoamida, um peptideo linear
(Figura 2), previamente isolado em bactérias heterotréfica de esponjas. Além disso, extratos e
fracbes de linhagens de Geitlerinema sp apresentaram propriedades antifingica,
antibacteriana e antitumoral (CAICEDO et al., 2011; SRIVASTAVA et al.,, 2015),

evidenciando o potencial farmacoldgico do género.

Figura 2: Metabdlitos isolados de cianobactérias do género Geitlerinema.
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A descoberta dos nucleosideos espongosina, espongotimidina e espongouridina (Figura
3) a partir da esponja caribenha Cryptotethia crypta deu inicio a historia dos produtos naturais
marinhos nos anos 50 (BERGMANN & FEENEY, 1951; BERGMANN & FEENEY, 1950;
BERGMANN & BURKE, 1955). Desde entdo, varios organismos revelaram habilidade para
produzir nucleosideos com estrutura ndo usual e bioatividades significantes (HUANG et al.
2014). Espongotimidina e espongouridina sdo arabinosil glicosideos que apresentaram



atividade bioldgica (GOGINENI et al., 2015). Uma vez sabendo-se que o0s sistemas
bioldgicos poderiam reconhecer nucleosideos com agUcares modificados ou aciclicos, varios
analogos nucleosideos foram sintetizados, dando origem a drogas com acdo antitumoral e
antiviral como a citarabina (ara-C), a vidarabina (ara-A) e a zidovudina (Figura 3), o principal
antirretroviral usado para suprimir a viremia em pacientes HIV positivos (RANGEL &
FALKENBERG, 2015).

Figura 3: Nucleosideos marinhos e derivados sintéticos utilizados na clinica
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Estudos relacionados ao isolamento de nucleosideos de cianobactérias sdo ainda
escassos na literatura. Considerando que linhagens de cianobactérias marinhas tropicais
bentbnicas tem um grande interesse devido a sua producdo de metabolitos secundarios
bioativos, levantou-se a hipdtese de que a pesquisa por produtores prolificos de produtos
naturais e sua caracterizacdo representa um ponto de partida para a descoberta de drogas. Este

capitulo ndo sO prové dados para a caracterizacdo morfologica, molecular e quimica de



linhagens desconhecidas do litoral brasileiro, mas também identifica uma nova fonte de

nucleosideos.

2.2 Conclusoes

Morfotipos semelhantes ao género Leptolyngbya e Geitlerinema forma isolados de
amostras do perifiton coletado no litoral brasileiro. Este € o primeiro estudo mostrando a
ocorréncia de morfotipos Geitlerinema marinhos no Brasil. Estas linhagens correspondem a
linhas filogenéticas distintas dos grupos tipicos e de referéncia. Desta forma, acreditamos que
o perfil metabolico também possa ser distinto. Assim, linhagens de cianobactérias coletadas
em uma regido ainda inexplorada, como as do presente trabalho, podem representar uma
chave para a descoberta de novas substancias.

A linhagem Geilterinema sp. CENA556 descrita neste estudo provou ser a nova fonte
prolifica de vérias substancias com atividades bioldgicas importantes, especialmente
nucleosideos como a adenosina e a uridina. Isto ressalta que outros géneros marinhos além de
Lyngbya, Moorea, Okeania e Symploca sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios
bioativos.

A correta identificacdo taxondmica é um dos problemas enfrentados pela moderna
ciéncia de cianobactérias. Ainda, de acordo com Komarek (2006, 2010), a abordagem
qguimica € um recurso importante que deve ser explorado no estudo da diversidade destes
organismos. Desta forma, as substancias majoritarias caracterizadas neste trabalho podem vir
a serem consideradas como importantes marcadores quimiotaxondmicos para as linhagens de

cianobactérias estudadas.



3 CAPITULO II - Estudo quimico e bioldgico do cultivo misto entre a cianobactéria
Geitlerinema sp CENA 556 e o fungo Trichoderma atroviride, endofito da alga marinha

Bostrychia tenella

3.1 Introducgéo

Microrganismos marinhos sdo reconhecidos como uma fonte abundante de produtos
naturais biologicamente ativos com estruturas moleculares excepcionais (BLUNT et al.,
2016). Entre eles, fungos endofiticos de macroalgas apresentam ampla diversidade de
espécies e destacam-se como uma excelente fonte tanto de novos compostos bioativos como
também de compostos conhecidos provenientes de outras fontes (FLEWELLING et al., 2015;
SINGH et al., 2015). Segundo Suryanarayanan e colaboradores (2010), algas vermelhas e
marrons abrigam maior quantidade de diferentes espécies de fungos quando comparadas as
algas verdes. Em relacdo aos fungos, os géneros mais estudados sdo Aspergillus e
Penicillium, isolados a partir de diversas espécies hospedeiras e localidades, os quais tem
apresentado uma extensa variedade de bioatividades (FLEWELLING et al., 2015). De forma
geral, fungos endofiticos de algas marinhas, destacam-se em particular pela producdo de
substancias com atividade antimicrobiana (SINGH et al.,, 2015), levando muitos
pesquisadores a considera-la alvo prioritario para aplicacGes biotecnoldgicas e farmacéuticas.

Trichoderma sp é um género de fungos ascomicetos filamentosos, pertencente a familia
Hypocreaceae, com ampla distribui¢do, sendo encontrados no solo, associados a raizes de
plantas terrestres ou endofiticos de plantas e algas marinhas (NISA et al., 2015;
FLEWELLING et al., 2015; MUKHERJEE et al., 2012). Apresenta varias aplicagdes na
indGstria como fonte de enzimas, antibidticos, promotores de crescimento de plantas,
decompositores de xenobioticos e biofungicidas comerciais (DRUZHININA et al., 2006;
CHET & INBAR, 1994). Analises do genoma de espécies de Trichoderma revelaram um
vasto repertorio de genes envolvidos na biossintese de metabolitos secundarios, como
peptideos ndo- ribossomais, policetideos, terpendides e pironas (MUKHERJEE et al., 2012).
Investigagdes a respeito de sua quimica e bioatividades levaram a varios novos compostos,
principalmente com acdo antimicrobiana. Este género destaca-se principalmente na produgédo
de peptideos antibioticos denominados peptaibols, que sdo peptideos lineares que
caracterizados pela presenca de varios aminoacidos nao proteinogénicos como -
aminoisobutirato (Aib) e isovalina (lva), acetilagdo no grupo N-terminal e um aminoélcool no
grupo C-terminal (DANIEL & RODRIGUES FILHO, 2007). A partir de uma linhagem da



espécie Trichoderma longibrachiatum, endofitica da alga marinha Codium fragile, foi isolado
0 antimicrobiano diterpénico harziandiona, primeiramente isolado da espécie T. harzianum
(MIAO et al., 2012; GHISALBERTI et al., 1992).

Para a espécie Trichoderma atroviride, alvo deste estudo, foi descrito na literatura o
isolamento de peptaibols antimicrobianos como as atroviridinas A (Figura 11) a C,
neoatroviridinas, trichodermanin A e mais recentemente oito novas substancias pertencentes a
familia de trichorzianinas (PANIZEL et al., 2013; SUN et al.,, 2011; DANIEL &
RODRIGUES FILHO, 2007; OH et al., 2000). Dois sesquiterpendides trichoderiol A (Figura
11) e B com acéo anti-inflamatdria também foram isolados (ZHENG et al., 2011). Cinco
dipeptideos ciclicos e trés substancias inéditas foram isoladas e caracterizadas por Sun e
colaboradores (2009a, 2009b). Outras trés estruturas, incluindo atroviridetide foram
caracterizadas por Lu e colaboradores (2012). Grupos génicos para a producdo de siderdforos,
que sdo sintetizados pela via peptideo ndo ribossomal sintase (NRPS) e policetideo sintase
(PKS), também foram encontrados na espécie (MUKHERJEE et al., 2012)

Figura 11: Estrutura quimica de algumas substancias isoladas de fungos da espécie

Trichoderma atroviride.
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Substancias chamadas de sider6foros sdo metabdlitos secundarios de baixo peso
molecular, com propriedade quelante, produzidos para facilitar a aquisi¢cdo de ferro, elemento
essencial para o crescimento de praticamente todos os microrganismos, a partir do meio
ambiente (BUTLER & THEISEN, 2010; BUTLER, 2005). Sideréforos tem ganhado atengéo
recentemente por suas potenciais aplicacdes em diferentes campos como: ecologia (melhora o
crescimento de varios microrganismos nao cultivaveis), agricultura (promove o crescimento
de plantas e melhora sua captacao de ferro), biorremediacéo (atua contra alguns fitopatdégenos
e na detoxificacdo em amostra contaminadas com metais pesados), biosensor (deteccdo de
ferro em diferentes ambientes) e medicina (SAHA et al., 2016). Na medicina sdo importantes
para o tratamento de varias doencas e especialmente contra bactérias antibiotico-resistentes.
Podem agir como “cavalos de Tro6ia” transportando agentes antimicrobianos para o interior de
células bacterianas resistentes, por meio de conjugados entre sideréforo e agente
antimicrobiano (HUANG et al., 2013). Desferal, f&rmaco baseado em sider6foros, é utilizado
como adjuvante no tratamento talassemia e anemia falciforme, removendo o excesso de ferro
no sangue gerado apds processo de transfusao sanguinea (PIETRANGELO, 2002). O Desferal
também ajuda na remocdo de elementos transuranicos do corpo (NAGOBA &
VEDPATHAK, 2011). Outras aplicaces médicas incluem: antimalérica contra Plasmodium
falciparum (TSAFACK et al.,, 1996); antitumoral, como as desferroxiaminas e outros
sideréforos (BUSS et al., 2003; LOVEJOY & RICHARDSON, 2003; MIETHKE &
MAHAHIEL, 2007); Em ensaios in vitro, apresentam também atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, antitumoral e antibacteriana (FAZARY et al., 2016; ITO et al., 2016).

Fato comum entre ascomicetos, espécies de Trichoderma podem produzir sideréforos
para crescer em condicOes de escassez de ferro e para competir com seus hospedeiros pelo
ferro disponivel (MUKHERJEE et al., 2012). Em estudos sobre produtos naturais de fungos
marinhos foi observado que a maioria é capaz de secretar sider6foros do tipo hidroxamato ou
carboxilato, no entanto a producdo de sideroforos do tipo catecolato é relativamente rara
(HOLINSWORTH & MARTIN, 2009).

Fungos endofiticos, além de fonte para a prospecgdo de produtos naturais, sdo também
alvo de pesquisas para a otimizacdo da producdo de metabolitos secundarios bioativos. No
entanto, duas generalizacdes podem ser feitas a cerca de genes de metabolitos secundarios
fangicos: eles sdo frequentemente encontrados em grupos e muitos ndo S0 expressos em
condicBes laboratoriais, fendbmeno conhecido como silenciamento génico, o qual pode

restringir a identificacdo de novos compostos (MUKHERJEE et al., 2012).



Assim, é pertinente considerar que os metabolitos secundarios de um fungo podem estar
relacionados ao seu respectivo nicho ecoldgico e que as interacdes metabdlicas continuas
entre fungos e outros organismos podem aumentar a sintese de metabolitos secundarios
(NISA et al 2015). Alguns destes metabolitos ddo aos fungos marinhos a superioridade para
se adaptarem em habitats extremos, competirem por substratos e afastar ameacas. Além disso,
a producdo de metabolitos pelos fungos pode ser afetada pela sua fonte de isolamento,
incluindo esponjas ou outros invertebrados, em cujos tecidos eles estdo se abrigando ou
vivendo (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Neste contexto, o cultivo misto entre diferentes microrganismos, ao invés de culturas
independentes, € uma abordagem usualmente praticada em microbiologia para promover
interacbes diretas que podem estimular o acumulo de produtos naturais presentes
constitutivamente ou induzir a expressdo de vias biossintéticas silenciadas levando a producéo
de novos compostos (ANGELIS et al., 2012; BRAKHAGE, 2013; OLA et al., 2013,
SANTOS & REIS, 2014; WREDE et al, 2014). Estudo com fungos associados da agua viva
Nemopilema nomurai, envolvendo cultivo independente e cultivo misto entre eles, mostraram
gue houve diferencas nos niveis da producdo de metabolitos antibacterianos e antifingicos
produzidos (YUE et al., 2015). Cultivo misto entre o fungo endofitico Fusarium tricinctum
com a bactéria Bacillus subtilis resultou em aumento no acumulo de metabdlitos secundérios
constitutivos e producdo de quatro produtos naturais com atividade antibacteriana detectados
apenas no cocultivo (OLA et al., 2003). A producdo de N-formil alcal6ides pelo fungo
Aspergillus fumigatus foi induzida pelo cultivo-misto com a bactéria Streptomyces peucetius,
dando origem a uma substancia com propriedade citotoxica (ZUCK et al., 2011).

Estudos relacionados ao cultivo misto entre cianobactérias e fungos ainda sdo escassos
na literatura. Temos o cultivo misto entre a cianobactéria Spirulina platensis e os fungos
Trametes versicolor, Agaricus blazei e Chlorella vulgaris, visando a producéo de biomassa e
exopolissacarideos para fins industriais (ANGELIS et al., 2012). Trichoderma citrinoviride
em cultivo misto com a cianobactéria Microcystis aeruginosa para fins de controle de
floragdes e biorremediagdo (MOHAMED et al., 2014). Assim, até o momento, nenhuma
pesquisa visando a producdo de farmacos foi descrita. A associagdo (fungo e cianobactéria),
no entanto, ndo é uma novidade, ela existe naturalmente a mais de 400 milhGes de anos, na
forma de liquens (WREDE et al, 2014). Estes que, por sua vez, podem ser formados pela
associacdo entre fungos e algas ou fungos e cianobactérias, apresentam caracteristicas
interessantes como a producdo de metabdlitos secundarios com aplicacdo na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e etc (SUZUKI et al., 2016; SANTOS & REIS, 2014).



Assim, o estudo proposto neste trabalho tem uma caracter inovador, mimetizando em
laborat6rio uma possivel relacdo ecolégica com o objetivo de explorar o potencial metabdlico

dos microrganismos envolvidos.

3.2 Conclusdes

O meio Czapek mostrou-se mais favoravel para o desenvolvimento do cultivo misto
entre as linhagens cianobacteriana e fungica estudadas quando comparado ao meio sélido
arroz e ao meio liquido ASNIII, apresentando uma alteracdo visual na coloracdo do meio de
cultura.

A cultura mista entre o fungo endofitico Trichoderma atroviride (codigo T06) e a
cianobactéria Geitlerinema sp CENA556 em Czapeck apresentou diferenca significativa na
producdo de metabolitos secundarios, em relagdo ao cultivo do fungo isolado.

O estudo da associacdo entre esses grupos de microrganismos para a producdo de
substancias de interesse farmacologico é inédito na literatura e mostrou-se promissor para o
isolamento de sideréforos com atividade antibiotica.

A agrobactina, substdncia majoritaria isolada, demonstrou significativo potencial de
inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas.
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