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RESUMO

BRAUN, G. H. Exploragdo do potencial quimico e biolégico de fungos
endofiticos e de fungos derivados de ambiente marinho em associacao
ecolégica com ascidias. 2018. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual
Paulista, Araraquara, 2018.

Produtos naturais de fungos constituem-se em fontes promissoras de novas
moléculas de alta diversidade estrutural e amplo espectro de atividades
bioldgicas, particularmente quando provenientes de organismos que ocupam
nichos ecoldgicos especificos e/ou originarios de habitats complexos. O
presente trabalho objetivou a prospeccdo quimica e biolégica de fungos
oriundos de associacdes ecoldgicas consideradas como altamente promissoras
e ainda pouco exploradas para a busca de metabdlitos secundarios bioativos.
Realizou-se isolamento de fungos endofiticos de Piper umbellatum
(Piperaceae), o qual resultou em 6 diferentes cepas fungicas. Estes fungos,
assim como duas diferentes espécies de fungos derivados de ambiente
marinhos associados a Ascidias foram cultivados em meio liquido e obtidos
extratos que foram avaliados em ensaios de atividade antibacteriana e
antifangica. Os extratos provenientes das 6 cepas de fungos endofiticos
isoladas, assim como os fungos derivados de ambiente marinho, apresentaram
moderada atividade antibacteriana ou antifiingica. De acordo com os resultados
destes ensaios de atividade bioldgica, as duas cepas de fungos derivados de
ambiente marinhos associados a ascidias foram selecionadas para cultivos em
escala ampliada para obtencdo e isolamento de metabdlitos secundarios
bioativos. Cinco substancias foram isoladas dos extratos dos fungos
associados & ascidias e estas substancias foram submetidas a analises
espectroscopicas para elucidacdo de suas estruturas quimicas. A substancia
AB-l, apresentou atividades antimicrobiana e antiparasitaria relevantes, com
valor de CIM de 14,0 pg.mL™ frente a E. coli e Clsg de 9,92 pg.mL™ frente a
formas promastigotas de L. amazonensis. A substancia P-IV apresentou
atividade promissora com valor de Clso de 5,25 ug.mL™.

Palavras-chave: Fungos derivados de marinhos. Fungos endofiticos. Atividade

bioldgica.



ABSTRACT

BRAUN, G. H. Exploration of chemical and biological potential of
endophytic fungi and marine derived fungi associated with ascidia. 2018.
114 f. Thesis (PhD in Pharmaceutical Sciences)- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

Natural fungi products are promising sources of new molecules of high
structural diversity and broad spectrum of biological activities, particularly when
coming from organisms occupying specific ecological niches and / or originating
from complex habitats. The present work aimed the chemical and biological
prospection of fungi from ecological associations considered as highly
promising and still little explored for the search of bioactive secondary
metabolites. Endophytic fungi were isolated from Piper umbellatum
(Piperaceae) resulting in 6 different fungi strains. These fungi, as well as two
different species of fungi derived from marine environment associated with
ascidia were cultured in liquid medium and obtained extracts were submitted to
anti-bacterial and antifungal activity assays. The extracts from the 6 isolates of
endophytic fungi, as well as fungi derived from the marine environment showed
moderate antibacterial or antifungal. According to the results of these biological
activity assays, the two strains of fungi derived from the marine environment
associated to the ascidia were selected for cultures on an enlarged scale to
obtain and isolate bioactive secondary metabolites. Five compounds from the
cultivation of marine derived fungi were isolated. These compounds were
submitted of structural elucidation by spectroscopy analyses. AB-I compound
showed promising antimicrobial and antiparasitic activities, with MIC of 14,0
ng.mL? against E. coli and ICsy of 9.92 pg.mL™" against L. amazonensis
promastigotes forms. Compound P-IV showed ICsy of 5.25 pg.mL™ against L.

amazonensis promastigotes forms.

Key-words: Marine fungi. Endophytic fungi. Antimicrobial activity.



1. INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais como Fontes de Farmacos

Dentre as principais fontes de novas substancias como prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos, como por exemplo a sintese organica,
produtos naturais, quimica combinatoria e cole¢cfes virtuais de compostos, as
substancias de origem natural representam uma das maiores diversidades de
novas estruturas quimicas em relacao as obtidas por sintese organica e demais
fontes (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Produtos naturais representam a fonte mais importante de diversidade
quimica para descoberta de novos candidatos a farmacos (NEWMAN; CRAGG,
2012; NEWMAN; CRAGG, 2016). Os produtos naturais, assim como derivados
obtidos por semi-sintese, sdo responsaveis por grande contribuicdo entre 0s
novos farmacos aprovados pelo “Food and Drug Administration” (FDA) no
periodo de 1981- 2014 (NEWMAN; CRAGG, 2007, 2012, 2016; CRAGG;
NEWMAN, 2013).

As principais fontes de produtos naturais que originaram farmacos
aprovados pelo FDA sao as plantas e 0s micro-organismos terrestres.
Podemos destacar que apesar da intensificacdo recente de estudos sobre
organismos marinhos como fontes de produtos naturais, estes tém se
mostrados bastante promissores como fontes de novas substancias bioativas
para o desenvolvimento de novos farmacos (BUTLER, 2008; COSTA-LOTUFO
et al., 2010).

Devido a pressdes evolutivas e uma variedade de relacbes e funcdes

ecologicas, micro-organismos apresentam a producao de uma alta diversidade



de metabolitos secundarios. A descoberta da penicilina por Fleming em 1928,
isolada de Penicillium notatum, deu inicio aos estudos com fungos como fonte
de produtos naturais (DEMAIN, 2014). Atualmente, fungos s&o bastante
conhecidos como produtores de diversas substancias biologicamente ativas.

Dentre as substancias provenientes de micro-organismos utilizadas para
o0 desenvolvimento de medicamentos podemos destacar a penicilina,
cefalosporina, estreptomicina e a vancomicina, empregadas no tratamento de
infecgOes bacterianas, a mevastatina e lovastatina utilizadas no tratamento de
doengcas coronarianas, 0s antitumorais, bleomicina, dactinomicina
doxorrubicina e estaurosporina, e a ciclosporina, um importante
imunossupressor (BHATNAGAR; KIM, 2010).

Micro-organismos destacam-se por serem metabolicamente verséteis,
principalmente quanto a producdo de metabdlitos secundarios, produzindo
compostos de alta diversidade estrutural e grande nimero de metabdlitos
biologicamente ativos (BUTLER, 2004).

Os fungos constituem um grupo ainda pouco explorado quanto aos seus
metabdlitos secundarios (STROBEL, 2006). Estimativas apontam a existéncia
de aproximadamente 5,1 milhdes de espécies fangicas (HAWKSWORTH,
2012), mas apenas cerca de 100.000 destas espécies ja foram descritas (KIRK
et al., 2008) e entre essas, a maioria ndo foi avaliada como fonte de
substancias bioativas (NEWMAN; CRAGG, 2012), evidenciando os fungos
como uma importante fonte de novos metabdlitos secundarios bioativos ainda
pouco explorada e de alto potencial em programas de bioprospeccéo.

Fungos sdo seres vivos eucaridticos que podem ser encontrados em

diferentes habitats, estando presentes no meio aquatico (agua doce e



marinha), terrestre (solo e matéria organica em decomposi¢éo) ou ainda como
parasitas de diversos organismos. Todos os fungos sdo quimio-heterotréficos,
necessitando de compostos organicos como fonte de energia. S&o
morfologicamente divididos entre os que possuem células com somente um
ndcleo, como as leveduras, ou o0s multi-nucleados, como os fungos
filamentosos e os fungos macroscépicos (DIX; WEBSTER, 1995).

Durante muito tempo, os fungos foram considerados como vegetais e
somente a partir de 1969 passaram a serem classificados em um reino a parte,
denominado Fungi. Os fungos apresentam um conjunto de caracteristicas que
permitem sua diferenciacdo das plantas: ndo sintetizam clorofila nem qualquer
pigmento fotossintético, ndo tem celulose na parede celular e ndo armazenam
amido como substancia de reserva. A presenca de substancias quitinosas na
parede da maior parte das espécies fungicas e a capacidade de armazenar
glicogénio os assemelham as células animais (BLACKWELL, 2011).

Fungos filamentosos sdo encontrados em diversos habitats
apresentando significante importancia nos ecossistemas em que sao
encontrados. Estdo associados a matéria organica em decomposicao,
participando dos ciclos naturais de ciclagem do carbono e outros elementos, ou
como patdégenos oportunistas de plantas e animais. Possuem a capacidade de
sintetizar e secretar uma ampla variedade de enzimas, como as envolvidas em
sua nutricdo, solubilizando metabolitos absorvidos pelas hifas (SIN; HYDE;
POINTING, 2002), as que permitem a catalise de produtos naturais, como
celulose, proteinas e biopolimeros (RAO et al., 1998), as que atuam como
agentes biocontroladores de patégenos e na defesa contra espécies

competidoras (HALAOULI et al.,, 2006) e como agentes biorremediadores



mediante a adsor¢cdo de compostos xenobidticos (COULIBALY; GOURENE;
AGATHOS, 2004). Também participam da sintese e producgdo dos diferentes
metabolitos primarios e secundérios, evidenciando sua grande diversidade

genética e bioquimica (ROKEM; LANTZ; NIELSEN, 2007).

1.2 Metabolismo microbiano: relagfes ecoldgicas e aplicacbes

Dentre a diversidade de compostos produzidos por fungos podemos
distinguir aqueles que representam substancias essenciais para a vida do
organismo, denominados metabdlitos primarios, daqueles que possibilitam uma
maior sobrevivéncia e adaptacdo, denominados metabdlitos secundarios
(KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).

Metabolitos primarios de micro-organismos apresentam grande
importancia comercial e sdo amplamente utilizados em ambito industrial, como
exemplo podemos destacar os &lcoois (etanol), aminoacidos (glutamato
monossadico, lisina, treonina, fenilalanina, triptofano), nucleotideos
flavorizantes (acido 5-guanilico, &cido-5-inosinico), acidos organicos (acético,
propidnico, fumarico, lactico), polidis (glicerol, manitol, xilitol), polissacarideos
(xantana), acucares (frutose, ribose) e vitaminas (riboflavina, cianocobalamina,
biotina) (DEMAIN; ADRIO, 2008).

A maioria dos metabolitos secundarios sdo mediadores de interacdes
ecologicas e ocorrem em grupos especificos de organismos. As principais
abordagens no estudo de metabolitos secundarios concentram-se no
isolamento e a elucidacdo estrutural de novas moléculas, obtencdo de

substancias com atividades biologicas para desenvolvimento de novos



farmacos, estudos de fungdes ecoldgicas destas substancias, compreenséo de
processos evolutivos e seu uso como marcadores taxonémicos, filogenéticos e
biogeograficos (TEIXEIRA et al., 2014).

Metabdlitos secundérios de fungos podem sdo muitas vezes bioativos e
de baixa massa molecular e normalmente ndo sdo derivados do substrato
utilizado para o crescimento celular, sendo sintetizados a partir de um
metabdlito primario. Os metabdlitos secundarios apresentam uma distribuicdo
taxonbmica restrita (nem todas as linhagens de uma mesma espécie sao
capazes de produzir determinado metabdlito) e ndo sdo essenciais para o
crescimento e reproducdo do micro-organismo. Condi¢cdes de cultivo, assim
como a composicdo do meio, sdo 0s principais fatores que controlam a
producdo destes metabolitos e desta forma, portanto, podem ter sua producéo
otimizada. A maior produgdo de metabdlitos secundarios concentra-se na fase
estacionaria de crescimento do micro-organismo, na qual ocorre a transcricao
de conjuntos de genes silenciaveis e sao produzidos como um grupo de
estruturas intimamente relacionadas (KELLER; BIRD; WINGE, 2005; CALVO;
CARY, 2015).

A producdo de metabdlitos secundarios por fungos € um processo
complexo, estas substancias pertencem a diversos grupos estruturais, como
esterdides, xantonas, compostos fenodlicos, cumarinas, quinonas, terpenos,
citocalasanas, alcalbides e diversos outros grupos estruturais. A maior parte
dos produtos naturais provenientes de fungos séo originarios de policetideos,
peptideos ou combinagcdes de ambos. Eles derivam de Acetil-CoA, Malonil-CoA

e aminoacidos e sdo agrupados por enzimas multidominios denominadas



policetideos sintases (PKSs), peptideos ndo ribossomal sintases (NRPSs) ou
sistemas hibridos PKSs-NRPSs (MISIEK; HOFFMEISTER, 2007).

Sabe-se que a biossintese de metabolitos secundarios esta, geralmente,
associada com o desenvolvimento morfolégico do microrganismo. Muitos
metabdlitos secundarios sado produzidos por micro-organismos que apresentam
hifas desenvolvidas e morfologia complexa. Os mecanismos envolvidos nestes
processos ainda ndo estdo muito claros. Em estudos realizados utilizando o
micro-organismo modelo Aspergillus nidulans, foi observado que existem
mecanismos envolvidos em sinaliza¢des intracelulares desencadeadas por
Proteinas G, por Proteinas Quinase A (PKA) e por AMP ciclico, as quais
regulam ambos, esporulacdo assexuada e a biossintese de metabdlitos
secundarios (CALVO; CARY, 2015).

A interdependéncia do metabolismo secundario com o desenvolvimento
morfolégico de fungos parece ser uma constante universal em fungos
filamentosos e pode indicar mecanismos evolucionarios subjacentes
importantes na sobrevivéncia dos fungos e possivelmente em aspectos de
patogénese (YU; KELLER, 2005).

Diferentemente dos genes envolvidos no metabolismo primario, os
genes responséaveis pela sintese de metabdlitos secundarios estéo localizados
no genoma em forma de clusters. A regulacdo desses clusters de genes é
controlada através de genes estruturais e por duas classes de fatores
reguladores de transcricdo. Uma classe especifica para determinadas vias
metabdlicas, como por exemplo, em Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
o gene aflR codifica para o fator de transcricdo Zinco (Il) 2-Cys6 responsavel

pela producdo de aflotoxina, e outra classe global, a qual media fatores



ambientais, como temperatura, pH (PacC), fontes de nitrogénio (AreA) e fonte
de carbono (CreA) (FLAHERTY; PAYNE, 1997; WEE; DAY; LINZ, 2016).

O envolvimento destas proteinas (CreA, PacC e AreA) no metabolismo
secundéario garantem que as vias metabodlicas do metabolismo secundério
respondam as demandas do metabolismo celular fungico, de acordo com as
condicbes ambientais. E podem refletir nas diferengcas encontradas na
producdo de metabolitos secundéarios quando fungos s@o submetidos ao
crescimento em meios contendo diferentes fontes de carbono, nitrogénio,
temperatura e valores de pH (YU; KELLER, 2005; BRACARENSE;
TAKAHASHI, 2014).

Micro-organismos de nichos ecolégicos especificos sao considerados
fontes ricas de diversidade estrutural de produtos naturais (KONIG et al., 2006;
SASHIDHARA; WHITE; CREWS, 2009). Sob condicbes ambientais
particulares, estas agem como um seletor efetivo para adaptacdes evolutivas
de vias metabdlicas, o que possibilita a geracdo de produtos naturais Unicos
(THATOI et al., 2013).

Ressalta-se que, uma Unica espécie fungica quando proveniente de
diferentes habitats produz distintos e diversificados metabdlitos secundarios, de
acordo com as caracteristicas evolutivas das cepas resultantes dos diferentes
nichos ecoldgicos e que muitas vezes assegura uma identidade Unica na
producéo de metabdlitos secundarios (FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA,

2007).
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7. CONCLUSAO

Até o presente momento, ndo h& relatos na literatura sobre fungos
endofiticos isolados de P. umbellatum. Neste trabalho foi possivel isolar 6
diferentes cepas de fungos endofiticos, as quais apresentaram producdo de
metabolitos secundarios de moderada atividade antibacteriana e antifungica.
Futuros estudos de otimizacao de cultivo, bem como a identificagdo taxondémica
destes isolados, sdo necessarios para determinar se estes fungos sao fontes
promissoras de metabdlitos secundarios bioativos.

N&o foram encontrados relatos na literatura, até o presente momento,
sobre o potencial de producédo de metabdlitos secundarios de cepas marinhas
associadas a ascidias dos fungos Paecilomyces sp. e Absidia coerulea.
Decorrente de cultivos em meio liquido e procedimentos cromatograficos,

foram isoladas 5 substancias destes fungos, estas substancias foram
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submetidas a analises espectroscopicas para elucidacdo de suas estruturas
quimicas.

A cepa derivada de ambiente marinho do fungo A. coerulea foi avaliada
guanto a capacidade de realizar biotransformacdes, esta cepa demonstrou-se
promissora para estudos de biotransformacao, sendo capaz de biotransformar
a (-)-cubebina em (-)-hinoquinina.

A substancia AB-I, apresentou atividades antimicrobiana e antiparasitaria
relevantes, com valor de CIM de 14,0 pg.mL'l frente a E. coli e Clso de 9,92
ng.mL™* frente a formas promastigotas de L. amazonensis. A substancia P-IV
nao apresentou atividade antimicrobiana, contudo, em ensaio antileishmania
apresentou atividade promissora com valor de Clso de 5,25 pg.mL™, a atividade
antileishmania da substancia P-IV, assim como seu isolamento do fungo

Paecilomyces sp., sdo até o presente momento, inéditos na literatura.



