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“Ndo podemos esquecer que quando o [elemento] radio foi descoberto, ninguém sabia que
ele seria Util em hospitais [para tratar cancer]. Era um trabalho de ciéncia pura, € isso € prova
de que um trabalho cientifico ndo deve ser avaliado do ponto de vista de sua utilidade direta.
Ele precisa ser feito por si s0, pela beleza da ciéncia.

Marie Curie (1867-1934)



RESUMO

A manipulagdo e a manutencdo de fungos endofiticos em laboratério propicia o
desenvolvimento de novas drogas de maneira viavel, tanto em aspectos econdmicos como
ecologicos, uma vez que nao ha necessidade do uso de plantulas. O fungo endofitico isolado
do fruto da palmeira conhecida, popularmente, como acai-da-amazonia (Euterpe precatoria),
Quambalaria sp., € produtor de naftoquinonas com atividades bioldgicas, sendo elas
guambalarina A, mompaina e quambalarina B, as quais, demonstram atividade antimicrobiana,
e a ultima, além desta, apresenta atividade antitumoral. Visto o potencial biotecnolégico, o
objetivo do trabalho consiste em prospectar e caracterizar naftoquinonas, além de avaliar sua
bioatividade como agente citotoxico. Sendo assim, o0 Quambalaria sp. foi submetido a técnica
de OSMAC, a qual consistiu na utilizacdo de diferentes meios de cultura. Os cultivos
selecionados foram extraidos com solvente organico e analisados pela técnica de Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas. Apds andlise, as naftoquinonas foram
caracterizadas e o extrato testado quanto a sua citotoxicidade frente a linhagem de células
hepaticas Huh-7. O fungo teve melhor crescimento e producdo de naftoquinonas em meio de
cultura liquido BD controle, apresentando na sua composi¢do a naftoquinona quambalarina B,
sendo o extrato ndo citotdxico a células Huh-7 nas concentragfes 50 pg/ml, 10 pg/ml e 1 pg/ml.
Palavras-chave: Quambalaria sp.; naftoquinonas; quambalarina B; citotoxicidade.



ABSTRACT

The manipulation and keeping of endophytic fungus in laboratory propitiates the development
of new drugs in viable way, as aspects economics than ecological, once there is not necessity
of seedlings use. The endophytic fungi isolated by palm tree fruit, popularly known as acai-da-
amazonia (Euterpe precatoria), denominated Quambalaria sp., is naphthoquinone producer
with biologics activities, being them quambalarine A, mompain and quambalarine B, them
demonstrated antimicrobial activity along with other anticancer activity. Seeing that
biotechnology activity, this study aims to prospect and characterize naphthoquinones, further
evaluate the cytotoxic activity. Therefore, the Quambalaria sp. submitted by OSMAC
technique, wich consisted in the use of different mediums culture. The choose mediums culture
were extracted with organic solvents and this analyzed by the HPLC/MS method. After
analysis, naphthoquinones were characterize and tested extract in cells hepatics (Huh-7)
cytotoxicity activity. The fungi had better growth and naphthoquinones production in culture
medium control PD (Potato Dextrose), exhibited in extract non-cytotoxic for hepatics cells in
the concentrations 50 pg/ml, 10 pg/ml and 1 ug/ml.

Keywords: Quambalaria sp., naphthoquinones; quambalarine B; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fungos endofiticos

O reino Fungi é composto por seres vivos eucarioticos, podendo ter integrantes
uninucleados, como as leveduras, ou multinucleados, como os bolores e cogumelos (Takahashi
et al., 2017). Diversos fungos sdo caracterizados devido suas interacbes fundamentais a
natureza, entre elas, a associacdo mutualista com raizes denominada micorrizas e a degradacéao
de lignina, tendo este ultimo um papel fundamental na reciclagem de nutrientes (Souza et al.,
2008). Microrganismos colonizam os mais diversos habitats, podendo ser encontrados em
troncos de arvores, de forma macroscopica, como, por exemplo, o basidiomiceto Pleurotus
ostreatus ou no interior de plantas, de forma microscopica, sem ao menos causar danos
aparentes. Estes fungos encontrados no interior das plantas sdo denominados fungos
endofiticos, podendo ser representados pelos géneros Penicillium, Cladosporium, Fusarium,
entre outros. (Peixoto-Neto et al.,2003; Muvea et al., 2014).

Os fungos endofiticos possuem diversos mecanismos de entrada na planta hospedeira,
colonizando-as através de suas folhas, estdmatos ou por suas raizes, onde a interacdo depende
das condicgdes bidticas especificas da hospedeira e do hospede. Apesar de ndo apresentarem
especificidade de hospedeiro, certas linhagens aparecem com maior frequéncia em familias
particulares, portanto, denotam a preferéncia a determinado hospedeiro (Cannon e Simmons,
2002; Arnold,2007). Nas interacdes simbidticas podem induzir a producdo de metabolitos
secundarios existentes na planta, de forma a auxiliar em seu crescimento com a producéo de
fitohorménios. Além disso, podem produzir especificamente, metab6litos secundarios ativos
atuantes na defesa da hospedeira contra patdgenos e também herbivoria (De Araujo, 1996;
Rodrigues e Dias Filho, 1996; Pereira, 1993).

Além de possuirem carater de extrema importancia em nivel ecolégico, fungos
endofiticos estdo diretamente relacionados aos seres humanos, atuando como biossitetizantes
de moléculas bioativas com as mais diversas propriedades farmacologicas (Costa et al., 2012;
Specian et al., 2014; Paul et al., 2014). Como exemplos, o ascomiceto Aspergillus terreus de
onde foi descoberto o farmaco lovastatina atuante na reducdo de colesterol (Singh e Pelaez,
2008), o ascomiceto Fusarium oxysporum, residente na hospedeira Catharanthus roseus,
promissor produtor do farmaco antitumoral vincristina (Aly et al., 2011), o fungo Taxomyces
andreanae biossintetizador da molécula taxol, atuante como poderoso quimioterapico (Strobel

e Daisy, 2003), o endofitico Phomopsis sp. atuante na produc¢éo da lactona policetideo, fomol,

12



que tem potencial antiinflamatério, antifingico e antibacteriano. Além destes exemplos, outros
fungos sdo fontes de diversos farmacos, tais como os antibidticos da classe das penicilinas e
cefalosporinas e também imunossupressores como a ciclosporina e rapamicina (Cragg e
Newman, 2005).

1.2. Metabolitos secundéarios

Metabolitos secundarios ndo séo necessarios para a sobrevivéncia do individuo, porém
participam ativamente nas adaptacdes das espécies em diferentes ambientes. Estes possuem
baixo peso molecular e estrutura heterogénea, sendo capazes de serem sintetizados por diversos
microrganismos, de forma altamente complexa, podendo atuar como responsaveis na defesa do
individuo e proteger seu habitat inibindo predacGes e competicdes (Joel e Bhimba, 2013).

A producdo dos metabdlitos secundarios é possibilitada devido a grande quantidade de
cluster de genes, ou seja, agrupamento de genes. O cluster é caracterizado por possuir genes
com porcdes de sequéncia de DNA idénticas, porém capazes de produzir proteinas distintas.
Estas maltiplas proteinas produzidas respondem a estimulos ambientais, incluindo temperatura,
pH e condicdes de hipoxia, fornecendo diferentes respostas de acordo com a espécie e as
condicdes atribuidas a ela, portanto atuando ativamente na biossintese desses metabdlitos
(Brakhage, 2013)

Estudos recentes com fungos endofiticos vém empregando técnicas que permitem a
inducdo de desvios no metabolismo secundario. Uma das vertentes € denominada método
OSMAC, a qual consiste em cultivar uma determinada espécie de microrganismo variando-se
algumas condicdes de incubacdo, portanto aumentando ou diminuindo a producdo metabodlica
conforme a espécie em estudo. Entre os diversos parametros que podem ser utilizados estdo a
alteracdo da composicao e aeracdo do meio de cultura, o periodo de cultivo, temperatura, pH,
adicao de xenobioticos, e o co-cultivo (Bode et al., 2002).

Atualmente ha grande utilizacdo de metabdlitos secundérios na producéo de farmacos.
E comprovado que muitas das substancias quimicas produzidas tém potencial bioativo atuando
contra diversas doencas infecciosas, como, por exemplo a substancia com potencial antibiético,
denominada penicilina, biossintetizada pelo fungo Penicillium chrysogenum e a lovastatina
(Figura 1.), substancia com potencial redutor de colesterol LDL, isolada do fungo Aspergillus
terreus (Brakhage, 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica da Lovastatina

Fonte: Alberts, 1988.

1.3. O basidiomiceto Quambalaria sp.

Taxonomicamente, o género Quambalaria esta inserido na classe Ustilaginomycetes,
ordem Microstromatales, pertencente ao Filo Basidiomycota (Hoog e Vries, 1973; Gomes e
Pena, 2016). Os Ustilaginomycetes compreendem mais de 1300 espécies ao redor do mundo,
majoritariamente dimérficas, produzindo fase de levedura ou células leveduriformes durante
sua vida. O brotamento caracteristico da fase de levedura classifica o género Quambalaria
dentro da ordem Microstromatales, uma vez que esta ndo possui baliistoconidios e
pseudomicélios (Mclaughlin et al. 2001).

O género Quambalaria é classificado como anamorfo, onde somente sua reproducéo
assexuada é conhecida. Esta € caracterizada, enquanto fase hifal, por um grupo de conidios e
conidioforos com septos visiveis e com posterior brotamento de conidios secundarios (Amin et
al., 2010). Macroscopicamente o género é caracterizado pela producdo de diferentes pigmentos,
encontrando-se cinco espécies sendo elas, Q. pitereka, Q. eucalypti, Q. coyrecup, Q. pusilla e
Q. cyanescens (Paap et al., 2006).

As espécies foram descritas em uma gama de nichos ecoldgicos estando presentes no
ar, em material vegetal, no solo e até mesmo em insetos (Hoog e Vries, 1973; Abdel-Sater et
al., 2016). Em sua maioria sdo patogenos de plantas, principalmente plantas pertencentes ao
género Eucalyptus, (Tambini et al., 1996), porém, podem ser encontrados como endofiticos
(Padhi e Tayung, 2013), habito raro quando se fala em basidiomicetos, devido a maioria dos
fungos endofiticos serem representantes do filo Ascomycota (Arnold, 2007).

No Brasil, estudos com especies de Quambalaria geralmente estdo relacionados com a

mancha foliar e anelamento de haste em plantas do género Eucalyptus. Como exemplo, estudos
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realizados na regido centro-oeste por Alfenas et al., (2001), Andrade et al., (2007) e na regido
norte por Gomes e Pena, 2016. Sendo assim, pouco se sabe em relacdo a interacdo endofitica
com a planta hospedeira e a bioatividade de metabdlitos secundarios de representantes deste
grupo. Pesquisas relacionadas ao metabolismo secundario da Quambalaria spp. sdo realizados,
majoritariamente, por pesquisadores de outros lugares do mundo, como Amin et al., (2010) que
demonstrou atividade antimicrobiana proveniente de Quambalaria sp. endofitico da planta
Leptospermum junipae presente na Australia.

Recentemente, uma espécie foi isolada do fruto do acai-da-amazdnia, Euterpe
precatoria (Raposo et al., 2019). Através do extrato bruto obtido destas cepas endofiticas
isoladas, metabdlitos secundéarios foram detectados exibindo potente atividade antimicrobiana
contra varios patégenos humanos e vegetais (Amin et al., 2010; Padhi e Tayung, 2013). Os
principais metabodlitos secundarios bioativos sdo classificados como naftoquinonas,
denominados mompaina (Figura 2.), quambalarinas A e B (Figura 3; Figura 4.), onde destaca-
se o potencial antifungico das quambalarinas, além do potencial antitumoral da quambalarina
B (Stodulkova et al., 2015).

Figura 2. Quambalaria sp. Figura 3. Mompaina Figura 4. Quambalarina A
OH O OH ©
HO O
HO OH
OH O O
OH O
Fonte: Raposo, 2018. Fonte: Raposo, 2018. Fonte: Raposo, 2018.

Figura 5. Quambalarina B

OH O
HO O‘ OH
OH O O

Fonte: Raposo, 2018.
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1.4. Aplicabilidade biotecnoldgica do grupo das quinonas

As quinonas apresentam uma variada subclasse de policetideos com ampla distribuicéo
natural. Estas sdo sintetizadas pelo metabolismo primario de diversos organismos vivos, como
exemplos artropodes, vegetais e algas, atuando em processos bioquimicos vitais,
principalmente na fotossintese e na cadeia respiratoria, como também em metabolismo
secundarios, onde muitas substancias geradas se destacam devido ao potencial bioativo
(Harborne, 1998; Barreiro, 1996).

O grupo quinonas (Figura 6.) é caracterizado por um anel quindnico e subdivido de
acordo com o tipo de sistema aromatico que o sustenta. Portanto, 0 grupo é composto por
benzoquinonas, quinonas que possuem um anel benzénico, naftoquinonas, quinonas que
possuem um anel naftalénico e antraquinonas, quinonas que possuem um anel antracénico
linear ou angular. Devido a decorréncia de diversos arranjos quinonoidicos dentro dos
subgrupos, ou seja, isomeria, 0 mesmo tipo de anel, dependendo da posic¢éo de suas carbonilas,
pode gerar diferentes quinonas, onde nao diferem somente em sua conformagdo, mas também

em suas propriedades fisicas, quimicas e quanto a sua atuacdo biologica (Da Silva et al., 2003).

Figura 6. Estrutura quimica das Quinonas

0 (0]
0 (0]
Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona

Fonte: Severiano e Furtado, 2016.

Benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas caracterizam um grande numero de
metabolitos com aplicagdes préticas bastante reconhecidas, sendo grande maioria produzida
por organismos Vivos, entre elas a naftoquinona lausona, extraida das folhas de Lawsonia
inermis, utilizada como corante natural para cabelo e corpo ( Severiano e Furtado, 2016), as

naftoquinonas alcanina e shiconina, utilizadas pela industria farmacéutica, téxtil e cosmética
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como corantes, sendo extraidas das raizes de Arnebia densiflora ( Fournet et al., 1993 ), a
antraquinona antraciclina, produzida por actinobactérias do género Streptomyces, a qual possuli
atividade antimicrobiana (Da Silva et al., 2003) e a molécula 6-hidroxi-astropaquinona B
produzida pelo fungo endofitico da Rhizophora mucronata, Fusarium napiforme, a qual
apresentou atividade antimicrobiana (Supratman et al.,2019).

Além dos diferentes arranjos quinonoidicos das moléculas pertencentes ao grupo, a sua
biodinamicidade, ou seja, a reatividade em ceélulas de diferentes linhagens também é um
importante fator responsavel por diversos interesses farmacoldgicos atribuidos a estas. As
quinonas sdo moléculas neutras que sofrem reacGes de protonacdo com dificuldade,
apresentando-se, portanto, como oxidantes e eletrofilicas. Estas propriedades conferem,
geralmente, potencial citotdxico para diversas linhagens celulares, devido permitir as moléculas
a participarem de reac6es do ciclo redox e reaces de Michael (Sousa et al., 2016)

Tais reacOes sdo capazes de induzir, respectivamente, a formacdo de perdxido de
hidrogénio e interacdes com grupos nucleofilicos em organismos vivos, onde ambos ocasionam
apoptose celular (Sousa et al., 2016). Como exemplo desses mecanismos, pode-se citar a
naftoquinona B- lapachona, extraida de folhas de plantas do género Handroanthus, a qual possui
atividade antitumoral, sobretudo em linhagens de células de tumores de prostata e de mama
(Da Silva et al., 2003), além da antraquinona aloe-emodina extraida de folhas de Aloe vera L.,

atuante em diversas linhagens de células tumorais (Pecere et al., 2000).

2. JUSTIFICATIVA

Fungos endofiticos possuem um grande potencial biotecnologico, visto que muitos séo
fontes de substancia antimicrobiana, antitumoral, antibiéticas, entre outras. A producdo de
farmacos através de substancias advindas de microrganismos evita a destruicdo de plantulas em
busca de bioativos, auxiliando na manutencdo florestal, além de ser uma nova e econémica
alternativa, uma vez que ha maiores possibilidades de manipulacdo genética e inducdo de
desvio metabdlico in vitro.

Quambalaria sp., isolada da Euterpe precatéria (Arecaceae), € um exemplar fangico
produtor de naftoquinonas, entre elas a mompaina, quambalarinas A e B, sendo importantes
bioativos, principalmente antitumorais, assim como outros representantes desta classe de
compostos quimicos. Portanto, € de extrema necessidade a prospecgéo e caracterizagdo destas
naftoquinonas, a fim de se avaliar as bioatividades frente a ensaio de citotoxicidade, para

possiveis utilizagdes na industria farmacéutica.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral
Caracterizar quimicamente e avaliar o carater citotoxico das naftoquinonas provenientes

da cepa de Quambalaria sp. isolada do fruto do acai-da-amaz6nia (Euterpe precatoria).

3.2. Especificos

e Realizar testes OSMAC com o cultivo de Quambalaria sp. em diferentes meios de
cultura;

e Avaliar a influéncia de xenobi6ticos no crescimento fangico e na produgdo de
naftoquinonas;

e Caracterizar as naftoguinonas, dos cultivos modelos selecionados, através da técnica de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas;

e Avaliar a citotoxicidade das naftoquinonas presentes no extrato do cultivo fungico

previamente selecionado.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Reativagéo e cultivo da Quambalaria sp.

O fungo Quambalaria sp. preservado pela metodologia de Castellani (De Capriles et
al., 1989), proveniente da Colecdo de microrganismos do Grupo de Pesquisa em Metabolémica
e Espectrometria de Massas da Universidade do Estado do Amazonas, foi reativado em meio
de cultura BDA, incubado por 21 dias a 28 °C, posteriormente inoculado, e sujeitado a técnica
de OSMAC.

A técnica de OSMAC consistiu em cultivar um fragmento de micélio em diferentes
meios de cultura liquidos, sendo o total de seis meios controle e vinte quatro meios teste. Para
cada um dos seis meios de cultura controle, quatro meios de cultura teste eram equivalentes,
pois a variagao consistiu apenas em adicionar diferentes xenobioticos: 5-azacitidina (Yu et al.,
2019); sulfato de cobre (Fill et al., 2016); cloreto de sédio (Boonyapranai et al., 2008); acido
bromidrico (De Medeiros et al., 2015) (Fluxograma 1). O cultivo foi realizado em duplicata
para cada um dos meios de cultura, controle e teste, em Erlenmeyer de 500 ml contendo 200

ml de meio.
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Fluxograma 1. Meios de cultura controle e teste

Meios de Cultura ] ( Meios de Cultura
Controle J L Teste

l l

1)Extrato de carne + 5-azacitidina;
2)Extrato de carne + Sulfato de cobre;
3)Extrato de carne + Cloreto de sédio;
4)Extrato de carne + Acido bromidrico.

Extrato de carne

1)ISP2 + 5-azacitidina;
2)ISP2 + Sulfato de cobre;
3)ISP2 + Cloreto de sodio;
4)ISP2 + Acido bromidrico.

ISP2

1)BD + 5-azacitidina;
2)BD + Sulfato de cobre;
3)BD + Cloreto de sddio;
4)BD + Acido bromidrico.

BD

1)Sabouraud + 5-azacitidina;
2)Sabouraud + Sulfato de cobre;
3)Sabouraud + Cloreto de sodio;
4)Sabouraud + Acido bromidrico.

Sabouraud

1)CZAPEK + 5-azacitidina;
2)CZAPEK + Sulfato de cobre;
3)CZAPEK + Cloreto de sodio;
4)CZAPEK + Acido bromidrico.

CZAPEK

1)Sucrilhos + 5-azacitiding;
2)Sucrilhos + Sulfato de cobre;
3)Sucrilhos + Cloreto de sodio;
4)Sucrilhos + Acido bromidrico.

FLL T

Sucrilhos

Fonte: Raposo, 2019.

A fermentacéo foi realizada em incubadora sem agitacdo a temperatura de 28 °C por 21
dias, onde foram analisados o crescimento fungico e os extrolitos excretados no meio de

cultura.

4.2. Obtencgéo de extrato da Quambalaria sp.

Os cultivos em meios Sabouraud (controle e testes) e BD (controle e testes) foram
filtrados em cdmara asséptica e separados do micélio. O meio fermentado foi extraido com
acetato de etila, por tempo maximo de 72h. Apds este periodo, realizou-se parti¢do liquido-
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liquido e o solvente foi removido por meio de rotoevaporagdo sob vacuo, com rotacdo de 80 a
90 rpm e temperatura a 45 °C. Posteriormente, as amostras foram colocadas em dessecador, de
modo a obter-se um extrato contendo os metabolitos de interesse. Ao final, os 8 extratos obtidos
foram registrados e etiquetados de acordo com sua origem, meio de fermentacéo, solvente da

extragdo, massa obtida e armazenados em congelador.

4.3. Analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

As analises quimicas foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS 6550 iFunnel da
Agilent, constituido de um cromatografo de alta performance acoplado a um espectrémetro de
massas com geometria do quadrupolo tempo de voo (Q-TOF). A técnica de ionizagdo utilizada
consistiu na eletrospray (ESI) no modo negativo e os parametros de ionizacéo foram: voltagem
do capilar, 4000 V; tensdo do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; skimmer (capilar de
transferéncia), 65 V; temperatura do gas, 275 °C; vazdo de gas, 14 L/min; nebulizador, 45 psi.
Manteve-se a temperatura do auto-amostrador a 20 °C e o volume de injegéo foi de 10 uL (Kjer,
2010)

A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna Poroshell 120 EC-C18
(Dimensdes 50 mm x 4.6 mm, didmetro da particula 2.7 um) utilizando uma fase binéria
(solvente A: agua, solvente B: metanol) para as separagdes. A eluicdo em gradiente a 30 °C foi
a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60% (v/v) B; 15-25 min, 60-70% (v/v) B; 25-35 min,
70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a uma vazdo de 0,4 mL/min. Realizou-se as
identificacbes por meio da interpretacdo manual dos espectros de MS/MS em comparagdo com
a literatura adequada. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o software
MassHunter Qualitative Analysis versdo B.07.00 (Kjer, 2010).

4.4. Avaliacdo de viabilidade celular

O extrato proveniente do cultivo da Quambalaria sp. que se mostrou com maior
quantidade de extrdlitos no meio de cultura, maior crescimento micelial em menor tempo e
maior producao de naftoquinonas detectada através da técnica de LC- MS/MS, foi avaliado, no
Laboratorio de Imunofarmacologia da Escola Normal Superior, quanto a sua citotoxicidade em
Huh-7 por meio do ensaio colorimétrico quantitativo MTT (Mosmann, 1983). Para tal,
primeiramente, realizou-se a contagem das células em cdmara de Neubauer, previamente
cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB, mantida em incubadora

a 37 °C e 5% CO, até formagdo de monocamada.
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Posteriormente, foi realizada a suspensao celular, onde estas foram distribuidas em 3
placas de 96 pogos junto ao meio de cultura DMEM, mais 10% de SFB, 1% de antibiotico e
antifingico, numa concentracdo de 10° células por poco. As placas foram armazenadas em
estufa (37 °C e 5% de COz) por 48h, periodo necessario para formacgéo de monocamada.

Depois que a monocamada se formou, retirou-se o sobrenadante e as células foram
lavadas cuidadosamente com solucdo PBS para a ndo remocdo da monocamada celular.
Posteriormente adicionou-se 200 ul de meio de cultura fresco com 2% de SFB em cada poco,
onde as linhagens celulares foram tratadas com diferentes concentracdes do extrato
provenientes de diluicdo seriada da solugdo- mae (21,5 mg de extrato, 100 ul de DMSO e 900
ul de meio DMEM), consistindo em 100 pg/ml, 50 pg/ml, 10 w/ml e 1 pg/ml. Além do
tratamento com o extrato, foram realizados tratamento somente com DMSO, com as
concentragdes equivalentes as dilui¢cBes do extrato, para a verificacdo da influéncia do solvente
nos resultados.

Apb6s os periodos de tratamento, os possiveis efeitos citotoxicos das diferentes
concentracdes do Quambalaria sp. sobre a linhagem Huh-7, assim como os efeitos citotoxicos
do solvente (DMSO), foram determinados utilizando o kit de MTT (Molecular Probes cat. #
M-6494), onde as recomendacOes do fabricante foram seguidas. A leitura das densidades
Opticas de cada placa realizou-se na leitora de ELISA, nos comprimentos de onda de 540-620
nm. As analises estatisticas e confeccao de graficos foram realizados com o software GraphPad

Prism através da normatizacdo dos valores.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise da cepa da Quambalaria sp. submetida a testes OSMAC (One strain-many
compounds)

O fungo dimérfico Quambalaria sp. cresceu em sua forma hifal, apresentando micélio
(Kolarik et al., 2006), nos cultivos submetidos a testes OSMAC, exceto nos meios testes BD,
Sabouraud, CZAPEK, ISP2 e Sucrilhos em que foram adicionado sulfato de cobre e no meio
teste extrato de carne em que foi adicionado HBr, os quais ndo foram possiveis detectar o
crescimento flngico.

O crescimento micelial mostrou-se, de forma macroscépica, morfologicamente

diversificado juntamente com a coloracdo de seus extrolitos. Pode-se observar a diferenca da
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coloracdo dos extrdlitos, variando, de acordo com a composi¢do dos diferentes meios de
cultura. Comparando, meio controle aos meios testes (com xenobioticos), pode-se verificar
mudanca da intensidade da cor e quantidade de extrolitos excretados no meio, além disso, 0s
micélios apresentaram diferencas em relacdo a densidade das hifas e producéo destas.

Nos meios de cultura BD tanto controle como testes, ocorreu maior crescimento
micelial e, concomitantemente, maior producdo de extrolitos com coloracéo roxa em relacéo
aos demais meios de cultura controle e testes. A variacdo morfologica do fungo em relacdo ao
meio controle BD e aos meios BD testes apresentou-se somente no meio teste BD + NaCl, onde
no micélio foi possivel a verificacdo de hifas fracamente adensadas. Em relagdo a coloragéo
dos extrolitos, os meios BD + HBr e BD + NaCl apresentaram colorag¢&o mais clara (Figura 7.).

Figura 7. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio BD controle, Meio BD + 5-azacitidina, Meio
BD + HBr e Meio BD + Nacl.

‘ B I /“ 11 “

Fonte: Raposo, 2020.

Nos meios de cultura Sabouraud, tanto controle como testes, todos apresentaram
extrolitos avermelhados, variando, assim como nos meios testes BD, somente na intensidade
da cor. Em relagdo a caracteristica morfoldgica, macroscopica, 0 micélio apresentou variedade,
uma vez que em meio teste Sabouraud + HBr as hifas mostraram-se mais densas em relagéo
aos demais micélios das outras culturas em Sabouraud. Pode-se afirmar que a producdo de
extrolitos ndo esta ligado ao crescimento micelial, devido ao fato do meio teste Sabouraud +
HBr ter menor producgéo de extrélitos e maior producdo de micélio, diferentemente dos demais,

onde o fato ocorre inversamente (Figura 8).
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Figura 8. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio Sabouraud controle, Meio Sabouraud + 5-

azacitidina, Meio Sabouraud + HBr e Meio Sabouraud + NaCl.

Fonte: Raposo, 2020.

Em relacdo aos demais meios de cultura controle e testes, 0 Quambalaria sp. obteve
baixo crescimento micelial quando comparado aos meios cultura BD e Sabouraud (controle e
teste), ndo ocorrendo a excregéo de extrolitos nos meios de cultura (Figura 9; Figura 10; Figura
11). Portanto, subtende-se que a ndo houve producdo das naftoquinonas de interesse, uma vez

que estas estdo diretamente ligada a coloracdo dos extrdlitos (Medentsev e Akimenko, 1998).

Figura 9. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio CZAPEK controle, Meio CZAPEK +5 —
azacitidina, Meio CZAPEK + HBr e Meio CZAPEK + NaCl.

Fonte: Raposo, 2020
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Figura 10. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio ISP2 controle, Meio ISP2 + 5- azacitidina,
Meio ISP2 + HBr e Meio ISP2 + NaCl.

Fonte: Raposo, 2020

Figura 11. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio extrato de carne controle, Meio extrato de

carne + 5 — azacitidina, Meio extrato de carne + NaCl e Meio extrato de carne + sulfato de cobre.

“b'

Fonte: Raposo, 2020
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Figura 12. Quambalaria sp., cultivado respectivamente em Meio sucrilhos controle, Meio sucrilhos + 5-

azacitidina, Meio sucrilhos + HBr e Meio sucrilhos + NaCl.

= ow @

Fonte: Raposo, 2020

A biossintese de naftoquinonas € regulada, inicialmente, pelas fontes de carbono e
nitrogénio, com isto subentende-se que ocorreu maior producdo inicial em cultivos contendo
meio de cultura BD e meio de cultura Sabouraud, uma vez que estes possuem valor nutricional
alto, apresentando, respectivamente, grande concentracdo de C e N em relacdo aos demais
meios de cultura (Kurobane et al., 1980; Demain, 1986). De acordo com Medentsev (1998) o
excesso inicial de carbono e energia faz com que o crescimento fungico seja estagnado ou
inibido completamente, fornecendo melhores condi¢des para formagdo do pigmento, o que
ocorreu com a fermentagdo em meios de cultura BD (controle e teste), uma vez que apresentou
maior produgdo de pigmento.

Em relacdo ao N, pode-se observar que este possui papel de influéncia no crescimento
e na pigmentacdo fangica, porem de menor valor em comparagdo ao C. Em concentracfes
moderadas, 0 nitrogénio organico proveniente da peptona e do extrato de levedura mostrou-se
benéfico a producdo de naftoquinonas, como ocorreu no meio de cultura Sabouraud. Porém,
uma maior quantidade de nitrogénio no meio ISP2 pode ter prejudicado a producédo de
pigmentos.

Boonyapranai (2008) afirma que a maior producdo de pigmentos juntamente com
naftoquinonas pelo fungo Fusarium verticillioides ocorreu em meio BD, pois este, em
comparacgdo a outros meios testes, apresentou fonte de carbono e pH ideal para a producgédo. O
mesmo afirma que a concentracao de glicose interfere na producdo do pigmento e esta precisa
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ser adequada juntamente ao pH inicial, o qual deve ser préximo ao neutro, pois a faixa de
producdo ideal para naftoquinonas mostrou-se entre pH 5-9. Lebeau (2019) também
demonstrou que o fungo, do mesmo género, Fusarium oxysporum, secreta naftoquinonas
vermelhas em meio BD. O fungo Quambalaria sp. quando submetido a condi¢des aproximadas
ao cultivo de Fusarium verticillioides e Fusarium oxysporum obteve resultado semelhante. A

tabela 1 abaixo mostra o pH inicial dos meios de cultura.

Tabela 1. pH inicial dos meios de cultura sem xenobi6ticos

Meios de cultura pH inicial
BD pH 6
Sabouraud pH 6,8
ISP2 pH 6,4
Extrato de Carne pH 6,7
CZAPEK pH7.3
Meio Sucrilhos pH 6,7

Fonte: Raposo, 2020

Apesar da adicdo de xenobidticos ser causa de desvios da rota metabdlica de diversos
microrganismos, como ocorreu com fungo derivado do mangue, Neosartorya udagawae, ao
adicionar 5-azacitidina ao meio de cultura em que foi cultivado ( Yu et al, 2019) e com o fungo
Penicillium brasilianum em que em adicionou-se sais em meio de cultura (Fill et al, 2016), os
meios de cultura testes em que o Quambalaria sp foi cultivado ndo apresentaram variag0es
quantitativas em relacdo a producao de seus extrolitos, mostrando-se semelhantes aos meios de
cultura controle, portanto, ndo ocorrendo modificagdo em sua rota metabolica associada a

producdo de naftoquinonas.

5.2. Analise dos extratos por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de

Massas
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RT: 0.01 - 30.01

Os extratos analisados foram os provenientes do meio BD (controle e testes) e
Sabouraud (controle e testes), os quais apresentaram maior pigmentacdo e rendimento em
relacdo aos demais meios em que o Quambalaria sp. foi cultivado (Tabela 2.). Os
cromatogramas mostraram-se semelhantes em relacdo aos principais picos presentes nos
mesmos tempos de retencdo, portanto ndao variando significamente a produgdo metabdlica
(Figura 13; Figura 14.)

Tabela 2. Rendimentos dos extratos em meios Sabouraud e BD

Meios de cultura - 400 ml Rendimento do extrato
Sabouraud controle 55,2 mg
Sabouraud + 5- azacitidina 43,0 mg
Sabouraud + HBr 39,6 mg
Sabouraud + NaCl 37,1 mg
BD controle 40,0 mg
BD + 5- azacitidina 40,6 mg
BD + HBr 9,0 mg
BD + NaCl 30,0 mg

Fonte: Raposo, 2020.

Figura 13. Cromatogramas em meios de cultura Sabouraud controle e testes
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Fonte: Raposo, 2020.
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RT: 0.00-30.01

Figura 14. Cromatogramas em meios de cultura BD controle e testes
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Fonte: Raposo, 2020.

Ja que os picos se mostraram semelhantes, o0 meio liquido BD controle, o qual
apresentou melhor custo beneficio juntamente ao extrolito com coloracdo de maior intensidade
e rendimento consideravel, foi analisado enquanto os picos apresentados, e suas naftoquinonas

caracterizadas.

5.3. Caracterizacdo das naftoquinonas provenientes do cultivo em meio liquido BD
(Batata-Dextrose)

Foi identificada uma molécula de naftoquinona no extrato do cultivo de Quambalaria
sp. cultivado em meio liquido BD, sendo esta a quambalarina B, C16H1607 (Figura 15.). A
massa monoisotopica da molécula desprotonada é igual a 319.08178, onde, para confirmar se
esta condiz com a massa achada, a qual consiste em 319.0824, realizou-se o célculo de exatid&o:

Xi—Xv

Er = x 10°
r Xv

onde Er = erro relativo
Xi = valor medido
Xv = valor verdadeiro ou mais provavel
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Sendo,

. _ 3190824 — 319.08178
"= 319.08178

06

Er =1,9431 ppm

O resultado do célculo de exatid&o foi igual a 1.9431 partes por milhdo. Pode-se concluir
que quanto menor o erro relativo, maior a exatiddo, sendo assim comprovada a naftoquinona
achada como quambalarina B.

A quambalarina B ja tinha sido descrita em uma levedura inespecifica e no fungo
Quambalaria cyanescens. (Flegel et al., 1984; Stodulkova et al., 2015). Estudos com esta
molécula, demonstraram que além de atividade antifingica contra Geosmithia sp., ela possui
atividade antitumoral, desacelerando a diviséo celular das células tumorais HeLa e atuando no
desaparecimento do complexo mitocondrial, além de inibir a expressdo da oncoproteina C-
MYC e atenuar a sinalizacdo da proteina mTOR em varias linhagens de células leucémicas.
Esta molécula também pode ser considerada uma potencial droga antidiabética, devido sua

atuacdo no fluxo glicolitico (Stodulkova et al., 2015; Valis et al., 2017).
Figura 15. Quambalarina B (m/z 319.0824; [M-H])
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5.4. Atividade citotdxica do extrato bruto na linhagem de hepatocitos- Huh-7

Para descobertas de compostos ativos, em geral, inicialmente € realizada a analise
citotoxica destes compostos em diversos modelos celulares. O ensaio colorimétrico
quantitativo MTT, consiste na reacdo bioldgica do sal de tetraz6lio com as mitocdndrias das
células, submetidas a tratamento com diferentes concentracdes de extrato, a qual demonstra
atividade do metabolismo celular através da reducdo do sal a cristal de formazan (Mosmann,
1983).

As concentragdes, 50 pug/ml, 10 pg/ml e 1 ug/ml do extrato do Quambalaria sp.,
proveniente do cultivo em meio BD liquido, apresentaram quantidade significativa de cristal
de formazan, demonstrado no grafico 1 através da linha vermelha a qual indica reducdo > 10%
da formacao de cristal e ressaltado na tabela 3 a qual mostra valores referentes a viabilidade
celular < 90%, sendo assim concentragdes ndo citotoxicas (REIS et al., 2008; LIMA-JUNIOR
et al., 2013; MELLO et al., 2017). Os controles em DMSO mostraram que o solvente ndo

influenciou nos resultados (Grafico 1.).

Gréfico 1. Citotoxicidade do Extrato da Quambalaria sp.

Extrato do Quambalaria sp.
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Fonte: Raposo, 2021.
Nota: A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT, durante 48h, usando diferentes concentracdes do extrato

da Quambalaria sp. Os dados foram normalizados utilizando-se como referéncia o controle positivo de células
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sem o tratamento (100% viabilidade celular) e o controle negativo (pogos que ndo continham células). O grafico

representa a média de 3 experimentos independentes em quintuplicata.

Tabela 3. Citotoxicidade celular do extrato do Quambalaria sp. em Huh-7 durante 48 h.

Controle + | Controle - 100 50 10 1 pug/ml
pg/ml | pg/ml | pg/ml

48 h (%) 100 0 72,2298 | 90.668 | 94.7026 | 98.9924

Nota: Nesta tabela estdo os valores das percentagens dos ensaios de MTT mostrados nos graficos acima. Foram

consideradas citotoxicas as concentragdes que reduziram em mais de 10% a producdo do formazan, comparado
com o controle positivo.
Fonte: Raposo, 2021.

Sabe-se que grande parte das naftoquinonas possuem potencial citotdxico alto, porém,
acredita-se que devido a baixa quantidade das moléculas de naftoquinona no extrato,
demonstrada através do cromatograma, este apresentou- se, em trés concentragdes, nao toxico
as células (Sousa et al., 2016). De acordo com Athayde (2011), embora exista a tendéncia em
se preconizar 0 uso de principios ativos oriundos de compostos naturais, muitos exemplos
mostram que o uso do composto pode ser igualmente ou mais efetivo quando usado in natura
ou através de extratos de preparacdo simples, além desta afirmacao, o autor enfatiza que grupos
farmacoldgicos distintos, dentro de um composto, sdo responsaveis pelas diversas atividades
farmacologicas verificadas em uma s6 espécie fungica ou vegetal, portanto, pode-se dizer que

a bioatividade do extrato e a bioatividade de uma molécula pura atuam de formas distintas.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Quambalaria sp., basidiomiceto endofitico isolado do fruto do acai (Euterpe
precatoria), apresentou maior producdo de extrdlitos e pigmentagdo da cor roxa no cultivo em
meio BD controle, onde em seu extrato a naftoquina quambalarina B foi identificada através da
técnica de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas. Ressalta-se que a
quambalarina B possui atividade antifungica e antitumoral, podendo ser uma possivel nova
droga para tratamento de cancer.

Pode-se observar que devida a baixa quantidade desta naftoquinona no extrato bruto,
nas concentragdes 50 pg/ml, 10 pg/ml e 1 ug/ml este ndo demonstrou citotoxicidade em células

Huh-7. Portanto, vale destacar a necessidade de estudos posteriores sobre possiveis atividades
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do extrato bruto juntamente a andlise do seu perfil quimico, visto que a molécula pura e o

extrato possuem diferentes biodinamicidades.
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APENDICE

APENDICE | - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA SUCRILHOS

Para 1 litro de meio de cultura sucrilhos:

Sucrilhog-------------- 100g
Dextrosg----------------- 8¢
Extrato de levedura----2g
Extrato de malte-------- 29
Cloreto de s6dio-------- 29
Sulfato ferroso--------- 0,019
Fosfato de potéassio-----0,5¢
Nitrato de Sodio--------- 19

APENDICE Il - QUANTIDADE DE XENOBIOTICOS ADICIONADOS NOS MEIOS
DE CULTURA TESTE

5 — azacitidina: 832 pl de solugdo (29,3 mg de 5-azacitidina para 10 ml de dimetilsulfoxido).
Sulfato de cobre: 0,5 g/l.

Cloreto de sddio: 0,2 g/l.

Acido bromidrico: pH do meio resultante 5,4.
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ANEXO
ANEXO | - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Meio de cultura BD

Para cada 1 litro de meio de cultura BD:
Batata portuguesa ------ 2009

Dextrose ----------------- 20 mg

Meio de cultura Sabouraud

Para cada 1 litro de meio de cultura Sabouraud:
Dextrose------------------ 40g
Peptona------------------- 109

Meio de cultura ISP2

Para cada 1 litro de meio de cultura ISP2:
Dextrose------------------ 10g
Peptona-------------------- 5¢

Extrato de levedura------ 39

Extrato de malte---------- 39

Meio de cultura extrato de carne
Para cada 1 litro de meio de cultura extrato de carne:
Extrato de carne---------- 259

Meio de cultura CZAPEK

Para cada 1 litro de meio de cultura CZAPEK:
Sucrose-------------------- 30g

Nitrato de s6dio---------- 39

Fosfato de potassio------ 19

Sulfato de magnésio-----0,5g

Cloreto de potéssio------ 0,59

Sulfato ferroso----------- 0,019
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