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Resumo

RESUMO

Produtos naturais bioativos podem ser produzidos por organismos de todos 0s reinos,
de procariotos a eucariotos. Entre esses, os fungos filamentosos séo fontes
abundantes de diversos metabolitos, como proteinas e enzimas, as quais vém se
destacando devido as suas diversas atividades bioldgicas, com aplicacdes ndo s6 na
area farmacéutica e médica como também, nas industrias alimenticia, de materiais e
na agricultura. Recentemente, a resisténcia microbiana frente aos antibidticos
disponiveis no mercado e o aparecimento de linhagens tumorais cada vez mais
agressivas, torna urgente a investigagdo por novas moléculas bioativas,
especialmente aquelas com baixa ou nenhuma toxicidade contra as células de
mamiferos. Devido ao grande potencial das proteinas fungicas, como promissoras
moléculas com aplicagBes biotecnoldgicas, o objetivo deste projeto foi realizar a
prospeccao de proteinas bioativas secretadas por fungos filamentosos do género
Aspergillus. Entre as diferentes espécies estudadas, Aspergillus niveus cultivado em
fermentacdo submersa (FSbm), em meio YPD por 120 h, foi capaz de secretar uma
proteina com massa molecular de 19 kDa. A proteina foi analisada por espectrometria
de massas e os peptideos identificados apresentaram identidade de 88 a 100% com
outras ribotoxinas ja descritas na literatura, como a-sarcina, restrictocina e Asp f1. A
ribotoxina inibiu a proliferacéo celular in vitro de linhagens tumorais de glioblastoma
(até 32%), melanoma (43%), osteossarcoma (41%) e meduloblastoma (50%), em
concentracfes de 20 pg/mL e incubacéo por 72 h. A ribotoxina foi capaz de inibir o
crescimento de A. niger, mas ndo o crescimento de S. aureus, E. coli, T. rubrum e A.
fumigatus. O fungo A. niveus também foi capaz de secretar quitinases quando
cultivado em FSbm, em meio minimo contendo quitina de casca de camardo como
fonte de carbono. A maior producéo da quitinase foi obtida com 192 h de cultivo em
meio minimo contendo 1% quitina. A enzima foi purificada por precipitacdo com sulfato
de amonio (80%) e cromatografia de excluséo molecular (Sephadex G-100). A
quitinase foi purificada 1,97 vezes com redimento de 40%. Apresentou massa
molecular de 44 kDa, temperatura e pH 6timos de atividade de 65°C e 5,0,
respectivamente, sendo estavel a 60°C por até 120 minutos. Os valores de Km € Vmax
foram 3,51 mM e 9,68 U/mg de proteina, respectivamente. A quitinase foi capaz de
inibir o crescimento de A. niger, mas nado o crescimento de A. fumigatus. Desse modo
o fungo A. niveus apresentou a capacidade produzir ribotoxinas com potencial para
diferentes aplicacbes biotecnolégicas como, por exemplo, na construcdo de
imunotoxinas. Adicionalmente, A. niveus ainda foi capaz de secretar uma quitinase
com potencial de aplicacdo no tratamento de residuos da industria pesqueira, na
producdo de derivados da quitina e no controle de fungos e larvas patogénicas de
plantas.

Palavras-chave: Aspergillus; Proteinas Fuangicas; Quitinases; Ribotoxinas;

Ribonucleases.



Abstract

ABSTRACT

Natural products can be produced by organisms from all kingdoms, from prokaryotes
to eukaryotes. Among these, filamentous fungi are abundant sources of various
metabolites, such as proteins and enzymes, which have been outstanding due to their
diverse biological activities, with applications not only in the pharmaceutical and
medical areas but also in the materials and food industries and in agriculture. Recently,
microbial resistance to available antibiotics and the increasingly of aggressive tumor
cell lines, makes urgent the investigation of new bioactive molecules, especially those
with low or without toxicity to mammalian cells. Due to the great potential of fungal
proteins, as promising molecules with biotechnological applications, the objective of
this project was the prospection of bioactive proteins secreted by filamentous fungi of
the genus Aspergillus. Among the different species studied, Aspergillus niveus cultured
under submerged fermentation (Sbmf), in YPD medium for 120 h, was able to secrete
a protein with molecular mass of 19 kDa. The protein was analyzed by mass
spectrometry and the peptides identified showed 88 to 100% of identity with other
ribotoxins described in the literature, such as a-sarcin, restrictocin and Asp f1. The
ribotoxin inhibited, in vitro, the cell proliferation of glioblastoma tumor cell line (up to
32%), melanoma (43%), osteosarcoma (41%) and medulloblastoma (50%) at
concentration of 20 ug / mL and incubation for 72 h. The ribotoxin was able to inhibit
A. niger growth and did not inhibit the growth of S. aureus, E. coli, T. rubrum and A.
fumigatus. The fungus A. niveus was also able to secrete chitinases when cultured
under Sbmf in minimal medium containing chitin from crab shells as carbon source.
The best period for the enzymatic production was 192 h using minimal medium
containing 1% chitin. The enzyme was purified by 80% ammonium sulfate precipitation
and molecular exclusion chromatography (Sephadex G-100). The chitinase was
purified 1.97-fold with yield of 40%. Showed molecular mass of 44 kDa, optimum
temperature and pH of activity at 65 °C and 5.0, respectively, being stable at 60 °C for
up to 120 minutes. The values of Km and Vmax were 3.51 mM and 9.68 U/mg of protein,
respectively. The enzyme was able to inhibit the A. niger growth, but it was not able to
inhibit the A. fumigatus growth. Thus, the fungus A. niveus showed the ability to
produce ribotoxins with potential for different biotechnological applications, such as in
the construction of immunotoxins, in the production of recombinant allergens, in
biological control and in the study of ribosomopathies. Moreover, the filamentous
fungus A. niveus was able to secrete a chitinase with potential of application in the
treatment of waste of the fishing industry, in the production of chitin derivatives and in
the control of fungi and larvae pathogenic of plants.

Key Words: Aspergillus; Fungal Proteins; Chitinases; Ribotoxins; Ribonucleases.
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1 INTRODUCAO

A descoberta acidental da penicilina, a partir do fungo filamentoso Penicillium
notatum por Fleming, em 1929, promoveu uma intensa investigagao da natureza como
fonte de agentes bioativos. Nessa busca 0s microrganismos apresentam-se como
uma fonte abundante de diversos metabdlitos bioativos, os quais originaram alguns
dos produtos mais importantes da industria farmacéutica, como antibacterianos,
antifangicos, antivirais, imunossupressores, antitumorais, inibidores enzimaticos,
hipocolesterolémicos, antiparasitarios, entre outros (HASSAN et al., 2012).

O rapido aparecimento de microrganismos patogénicos e células tumorais
resistentes aos farmacos disponiveis no mercado tem sido um dos maiores problemas
de saude da populacdo, gerando a necessidade de uma intensa investigacdo por
novas moléculas antimicrobianas e antitumorais. Além disso, drogas utilizadas nos
tratamentos clinicos apresentam alta toxicidade e, portanto, diversos efeitos
colaterais, 0 que torna necessaria a busca por novas moléculas que sejam mais
eficazes e ndo apresentem toxicidade contra as células de mamiferos, eliminando ou
reduzindo efeitos colaterais (MARX, 2004).

O interesse por novos agentes antimicrobianos ndo se restringe somente a area
farmacéutica, mas também a area de alimentos, na qual a utilizacdo de proteinas
antimicrobianas produzidas por microrganismos tem se apresentado como uma
alternativa para a preservagao de alimentos como, por exemplo, as bacteriocinas
(SHULZ et al., 2003). Outras aplicacfes incluem a utilizacdo dessas moléculas para
impedir a colonizagcédo e o crescimento de microrganismos em materiais poliméricos
sintéticos, tais como os cateteres intravenosos de uso médico como, por exemplo, 0
peptideo antimicrobiano maiganina (ZASLOFF, 2002). Além disso, diversas proteinas
isoladas de microrganismos apresentam-se ainda como potentes inibidoras de
microrganismos patogénicos de plantas, sendo de especial interesse para aplicacdes
na agricultura como, por exemplo, as quitinases (HEGEDUS; MARX, 2012; THEIS et
al., 2005).

Atualmente, proteinas com acdes bioldgicas (antimicrobiana, antitumoral,
inseticida e larvicida, entre outras) tém sido isoladas a partir de uma ampla variedade
de organismos como plantas, insetos, algas, bactérias e fungos (PETERS et al.,
2010). Entre essas proteinas estao as ribotoxinas e quitinases, as quais vém sendo

identificadas e isoladas especialmente a partir de fungos. Os fungos filamentosos
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destacam-se na producdo de biomoléculas, uma vez que apresentam habilidades
Gnicas para, economicamente, produzir e secretar diferentes tipos de produtos e
crescer em uma ampla variedade de substratos de baixo custo (GUIMARAES et al.,
2006). Além disso, os fungos filamentosos, especialmente algumas espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium, tém um longo historico de uso nas industrias de
alimentos e bebidas, e sdo geralmente reconhecidos como organismos seguros
(SCHUSTER et al., 2002). Portanto, neste trabalho utilizamos diferentes espécies de
fungos filamentosos do género Aspergillus para prospeccdo de proteinas bioativas
como as ribotoxinas e quitinases, uma vez que apresentam atividades bioldgicas (por
exemplo, antitumoral ou antimicrobianas) com uma ampla possibilidade de aplicac6es

biotecnolégicas que vao desde a area farmacéutica e de pesquisa até na agricultura.
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6 CONCLUSOES

e Entre diferentes espécies de fungos do género Aspergillus estudadas, o fungo
Aspergillus niveus demonstrou ser uma espécie interessante com capacidade
de secretar ribotoxinas e quitinases, ambas proteinas com potencial para
diversas aplicac6es biotecnoldgicas;

e Foi identificada uma ribotoxina secretada por A. niveus com alta identidade a

outras ribotoxinas descritas na literatura;

e Aribotoxina secretada por A. niveus foi capaz de inibir a proliferacao celular de
linhagens tumorais, sendo as maiores inibicbes de observadas para as
linhagens meduloblastoma (ONS) e melanoma (HT144T). A ribotoxina também
inibiu a proliferacéo frente a linhagem de fibroblastos (MRC5) indicando sua
citotoxicidade para células saudaveis e, portanto, apresenta grande potencial

para aplicacdo na construcdo de imunotoxinas.

e Na&o foram observadas atividades antimicrobianas frente as bactérias S. aureus
e E. coli e frente aos fungos A. nidulans e T. rubrum para o filtrado bruto e
fracbes purificadas das ribotoxinas analisadas. Entetanto, em altas
concentracdes a ribotoxina de A. niveus foi capaz de inibir o crescimento de A.

niger.

e A quitinase secretada por A. niveus apresentou caracteristicas interessantes
para possiveis aplicacGes industriais como alta temperatura de atividade e
termoestabilidade além de manter sua atividade na presenca de diferentes

compostos, incluindo agentes desnaturantes.

e Em baixa concentragéo, a quitinase foi capaz de inibir o crescimento de A. niger
demonstrando seu potencial para possiveis aplicacdes biotecnologicas como,

por exemplo, no controle de fungos fitopatogénicos.
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