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RESUMO GERAL 

 

A L-asparaginase é uma enzima usada como agente quimioterápico para o 

tratamento de câncer humano. Atualmente, busca-se outras fontes produtoras de L-

asparaginase para diminuir os efeitos colaterais ocasionados pela utilização dessa 

substância quando sintetizada por bactérias. Estudos utilizando fungos endofíticos 

tem sido realizados, contudo, não há relatos sobre a produção de L-asparaginase 

por esses fungos no Brasil. Fungos endofíticos foram isolados do cacto mandacaru 

(Cereus jamacaru) e depositados na Micoteca URM. Para a seleção quanto a 

produção de L-asparaginase, foram utilizados 44 isolados. Em meio sólido, foi 

observada a formação de um halo ao redor da colônia fúngica, indicando a 

capacidade de produção de L-asparaginase. A produção em meio líquido, foi 

realizada inculando as culturas de fungos em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL 

de Czapex Dox‟s modificado (CDM) e incubados a 30 °C e 120 rpm durante 5 dias. 

Dos 44 fungos endofíticos estudados, 30 apresentaram halo de degradação, e 19 

produziram L-asparaginase em meio líquido. Aspergillus ochraceus URM 6885, A. 

japonicus URM 6872, A. terreus URM 6888, A. sydowii URM 6866, Fusarium 

oxysporum URM 6815, Gibberella fujikuroi var. fujikuroi URM 6816 e Penicillium 

brevicompactum URM 6833, são os fungos endofíticos que possuem maior 

habilidade para síntese da L-Asparaginase em meio líquido e por isso são indicados 

para estudos mais detalhados de produção desta enzima. 

 

Palavras-chave: Enzima Antitumoral. Endófitos. Cactos. 



 
 

ABSTRACT 

 

The L-asparaginase is an enzyme used as a chemotherapeutic agent for the 

treatment of human cancer. There is a search for other sources of producing L-

asparaginase to decrease the side effects caused by use of this substance as those 

synthesized by bacteria. Studies using endophytic fungi have been performed, 

however, no reports on the production of L- asparaginase by these fungi in Brazil, 

which holds great biological diversity. Endophytic fungi were isolated cactus 

mandacaru (Cereus jamacaru) and preserted at the URM Culture Collection. For 

selection for of production of L- asparaginase, 44 isolates were used. In a solid 

medium, the formation of a halo around the fungal colony was observed, indicating 

the ability of producing L -asparaginase. The production in liquid medium was carried 

inculando cultures of fungi in Erlenmeyer flasks containing 50 ml of Dox 's modified 

Czapex (CDM) and incubated at 30 ° C and 120 rpm for 5 days. Of the 44 endophytic 

fungi studied, 30 showed degradation halo, and 19 produced L-asparaginase in a 

liquid medium. Aspergillus ochraceus URM 6885, A. japonicus URM 6872, A. terreus 

URM 6888, A. sydowii URM 6866, Fusarium oxysporum URM 6815, Gibberella 

fujikuroi var. fujikuroi URM 6816 and Penicillium brevicompactum URM 6833 are 

endophytic fungi which have a greater ability for the synthesis of L- asparaginase in a 

liquid medium and thus are indicated to more detailed studies of this enzyme 

production. 

 

Keywords : Antitumor Enzyme. Endophytes. Cacti. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os micro-organismos endofíticos são definidos como aqueles que podem ser 

isolados do interior de tecidos vegetais desinfestados superficialmente, e que não 

causam danos ao hospedeiro (Hallmann et al.1997) e podem desempenhar um 

papel importante na sobrevivência das plantas, melhorando a absorção de nutrientes 

(Gasoni & Gurfmkel, 1997; Malinowski et al. 1999), desenvolvimento e produção de 

metabólitos promotores do crescimento, como giberelinas (Choi et al. 2005; Rim et 

al. 2005) e auxinas (Dai et al., 2008), auxiliando na adaptabilidade ecológica do 

hospedeiro por incrementar a tolerância a estresses bióticos e abióticos (Strobel et 

al. 1996). Os fungos endofíticos são conhecidos pela sua capacidade metabólica de 

produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas, que por sua vez, podem 

ser tóxicas (micotoxinas) ou serem utilizadas como fármacos contra patógenos, em 

consequência da grande diversidade de compostos de importância econômica que 

produzem (Hyde & Soytong, 2008; Theantana et al. 2007, 2009; Xu et al. 2010; Qui 

et al. 2012).  

Trabalhos referentes à avaliação da micobiota endofítica de Cactaceae são 

ainda muito escassos (Bills, 1996). Foram realizados estudos preliminares sobre 

fungos endofíticos associados à Opuntia stricta (Palma) de regiões semi-áridas da 

Austrália (Fisher et al. 1994) e em cactos do Arizona no Estados Unidos 

(Suryanarayanan et al. 2005). Bezerra et al. (2012) relataram os primeiros resultados 

de fungos endofíticos associados a Opuntia ficus-indica no nordeste do Brasil e 

demonstraram a capacidade desses fungos na produção de compostos de interesse 

industrial, como enzimas hidrolíticas extracelulares para indústrias de papel, 

alimentos e têxtil.   Bezerra et al. (2013) também acessaram a diversidade de 

endófitos associados a Cereus jamacaru e demonstraram tamanha micodiversidade 

associada ao cacto crescendo na floresta tropical seca brasileira (Caatinga), 

sugerindo ser uma comunidade de fungos altamente diversificada e rica para 

biotecnologia. 

A L-Asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, E.C.3.5.1.1) é uma enzima 

utilizada como agente quimioterápico para o tratamento de câncer humano e foi 

descoberta em 1953 por Kidd (Capizzi et al. 1984). A prática terapêutica mais 

comum é injetar a enzima livre por via intravenosa, a fim de diminuir a concentração 



Santos, Marília G. S. - Seleção de fungos endofíticos de Cactaceae...                                                           13 
 

 
 

sanguínea de asparagina. Sua ação catalítica transforma o aminoácido asparagina 

em ácido aspártico e amônia, privando as células malignas desse nutriente essencial 

e inibindo a síntese de proteínas constitutivas além de proteínas regulatórias 

fundamentais como as do ciclo celular, e proteínas anti-apoptóticas, resultando em 

morte celular (Mitchell et al. 1994, Avramis, 2006; Patro & Gupta, 2012).  

A L-Asparaginase está presente em vários organismos, incluindo animais, 

micro-organismos e plantas, no entanto, não é encontrada em seres humanos. 

Embora a L-Asparaginase seja encontrada em várias espécies de plantas e animais, 

devido à dificuldade no processo de extração desta enzima, outras fontes potenciais, 

como fungos e bactérias têm-se mostrado fontes eficazes e de baixo custo desta 

enzima (Kumar et al. 2013). Leveduras e fungos filamentosos têm sido relatados 

como grande potencial para a produção de asparaginase com menores efeitos 

colaterais ao ser humano (Sarquis et al. 2004; Imada et al. 1973; Elshafei et al. 

2012; Shrivastava et al. 2012). Fungos endofíticos foram relatados como produtores 

de L-asparaginase por Theantana et al. (2007, 2009) em estudo com plantas 

medicinais da Tailândia. Os autores verificaram que os principais gêneros produtores 

dessa enzima foram Colletotrichum, Eupenicillium, Fusarium, Penicillium e 

Talaromyces. Sarquis et al. (2004) relataram a produção de L-asparaginase por 

Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Quando estudaram algas marinhas 

Thirunavukkarasu et al. (2011) também verificaram que a enzima é secretada por 

endófitos dos gêneros Alternaria, Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum, 

Curvularia, Nigrospora, Paecilomyces, Phaeotrichoconis, Phoma e Pithomyces.  

No Brasil poucos estudos verificaram a produção de L-asparaginase por 

fungos filamentosos (Loreiro et al. 2012) e atualmente não se tem estudos sobre a 

produção desta enzima por fungos endofíticos isolados de cactos. Neste contexto, o 

presente estudo objetivou selecionar fungos endofíticos do cacto Cereus jamacaru, 

promissores para a produção de L-asparaginase, avaliando em meio sólido e liquido 

e comparando seus resultados, indicando os melhores produtores desta enzima, a 

fim de contribuir com a implementação do Banco de Fungos com Interesse 

Biotecnológico da Micoteca URM da UFPE. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Fungos Endofíticos  

 

Os micro-organismos endofíticos são definidos como aqueles que podem ser 

isolados do interior de tecidos vegetais desinfestados superficialmente, sem causar 

danos ao hospedeiro (Hallmann et al. 1997), e sem produzir estruturas externas que 

emergem na superfícies das plantas, que podem ou não podem crescer em meio de 

cultura  (Azevedo & Araújo, 2007). 

Estes micro-organismos passam todo ou parte de seu ciclo de vida 

colonizando tecidos de plantas hospedeiras sem causar sintomas aparentes de 

doença (Schulz & Boyle, 2006; Strobel et al. 2004; Tan & Zou, 2001). Endófitos 

podem também interagir com seus hospedeiros, aumentando o seu crescimento e 

melhorando a sua resistência a estresses ambientais (Clay, 1988; Wolock-Madej & 

Clay, 1991; Knoch et al. 1993) ou a sua capacidade para resistir a ataques de 

herbívoros e fungos patogênicos e animais além de produzir fito-hormônios, enzimas 

e outros compostos químicos, proporcionando vantagens para a planta hospedeira 

(Faeth & Fagan, 2002; Clay, 1990; Leuchtmann et al. 2000; Azevedo et al. 2000). 

Os fungos endófitos podem desempenhar um papel importante na 

sobrevivência das plantas, melhorando a absorção de nutrientes (Gasoni & 

Gurfmkel, 1997; Malinowski et al.1999), desenvolvimento e produção de metabólitos 

de promoção do crescimento (Chandra et al. 2012), como giberelinas (Choi et al. 

2005; Rim et al. 2005) e auxinas (Dai et al. 2008), e eles também podem se tornar 

um novo e recurso importante para a degradação de policíclico hidrocarbonetos 

aromáticos (PAH), uma classe tóxica de poluentes ambientais (Dai, et al. 2010). 

Quando a colonização resulta em proteção de tecidos vegetais por estresses 

bióticos ou abióticos, estes fungos são chamados mutualísticos (Latch, 1993; 

Saikkonen et al. 2010; Vesterlund et al. 2011), como ambos se beneficiando dessa 

interação (Wang & Dai, 2011), melhorando a adaptabilidade ecológica do hospedeiro 

(Strobel et al. 1996).  

A micobiota endofítica têm sido descrita pela sua capacidade metabólica de 

produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas, como protetora contra o 

ataque de outros micro-organismos, insetos, e animais herbívoros, devido à 
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produção de toxinas ou serem utilizadas como fármacos contra patógenos em 

consequência da grande diversidade de compostos de importância econômica que 

produzem (Albrectsen et al. 2010; Tan & Zou, 2001; Chandra, 2012; Hyde & 

Soytong, 2008; Theantana et al. 2007, 2009; Xu et al. 2010; Qui et al. 2012; 

Suryanarayanan, 2013). Podem ainda produzir fármacos, imunossupressores, 

antitumorais, compostos de interesse biotecnológico e outros compostos químicos, 

enquanto se desenvolvem no hospedeiro. No entanto, sob condições de estresse, 

podem tornar-se patogênicos (Azevedo, 1998; Azevedo et al. 2000). Clay & Schardl 

(2002), afirmam que os endófitos podem tornar as plantas hospedeiras resistentes à 

seca, inundações e estresse, bem como proporcionam um reforço nas habilidades 

competitivas e alteração em propriedades fisiológicas (Stamford et al. 2002; Suto et 

al. 2002; Strobel & Daisy , 2003). Os estudos sobre fungos endofíticos de plantas 

são necessários para fornecer informações fundamentais para a avaliação da 

diversidade global fúngica e de distribuição, bem como para o a descoberta de 

novas espécies que pode ser promissoras para estudos biotecnológicos (Stone et al. 

2004; Siqueira et al. 2008). Atualmente, quase todas as plantas hospedeiras 

estudadas tiveram micro-organismos endofíticos isolados (Wang & Dai, 2011).  

Micro-organismos endofíticos produzem enzimas extracelulares hidrolíticas 

como parte de seu mecanismo de resistência em superar as defesas do hospedeiro 

contra a invasão microbiana e/ou para obter nutrientes do solo (Tan & Zou, 2001) 

Estas enzimas incluem esterases, pectinases, celulases, lipases, proteases e 

xilanases (Petrini et al. 1992; Silva et al. 2006; Suto et al. 2002). Como uma forma de 

estabelecer o papel funcional de fungos endofíticos, entre outros fatores, há uma 

necessidade de uma detecção das enzimas extracelular (Carroll & Petrini, 1983). 

Muitos estudos têm relatado que as plantas são colonizadas por dezenas de 

endófitos. Uma árvore em uma floresta tropical ou mesmo uma única folha pode 

abrigar uma grande diversidade de espécies de fungos, mostrando sua importância 

na estimativa de diversidade de fungos (Arnold et al. 2000; Saikkonen et al. 2004). 

Endófitos podem ocupar uma infinidade de nichos biológicos únicos, como por 

exemplo, plantas superiores (Strobel & Daisy, 2003), pteridófitas (Sati et al. 2009) e 

líquens (Li et al. 2007). Eles também são evidentes em muitos ambientes incomuns, 

tais como raízes de orquídeas terrestres, plantas marinhas, gramíneas, algas 

(Strobel & Daisy, 2003; Raghukumar, 2008; Sánchez Márquez et al. 2008; Tao et al. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1754504813001050
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2008),  musgos (Jakucs et al. 2003; Davey & Currah, 2006), samambaias (Swatzell 

et al. 1996 ), plantas arbustivas (Barrow et al. 2004; Olsrud et al. 2007) decíduas e 

coníferas (Guo et al. 2008; Albrectsen et al. 2010; Mohamed et al. 2010). Fungos 

endofíticos existem amplamente dentro de tecidos vegetais e são ricos em 

diversidade de espécies (Gennaro, 2003; Li et al. 2007). Têm sido associados com 

plantas de mais de 400 milhões de anos (Krings et al. 2007). 

Os fungos endofíticos têm sido considerados como presente em todo o reino 

vegetal (Hyde & Soytong, 2008; Oses et al. 2008; Fröhlich et al. 2000; Sánchez et al. 

2010; De Errasti et  al. 2010; Tejesvi et al. 2010), em virtude de na maioria das 

pesquisas realizadas até recentemente, terem sido encontrados em todas as 

espécies de plantas examinadas utilizando plantas de regiões temperadas (Azevedo 

et al. 2000).  

Dentre as mais de 300 mil espécies de plantas existentes no planeta, poucas 

foram estudadas quanto a sua microbiota endofítica. A oportunidade de encontrar 

micro-organismos produtores de substâncias orgânicas que contribuem para relação 

endofítico-hospedeiro é importante e oferece a descoberta de novos compostos 

bioativos úteis para a indústria, agricultura e medicina (Strobel et al. 2002).  

Os fungos estão entre os mais importantes grupos de organismos 

eucarióticos que estão a ser exploradas para aplicações clínicas. Os fármacos 

existentes de origem fúngica incluem antibióticos, b-lactâmicos, griseofulvina, 

ciclosporina A, taxol, alcalóides da cravagem do centeio e lovastatina. Novos 

produtos naturais de estruturas químicas variadas são continuamente encontrados a 

partir de fungos (Grabley & Sattler, 2003; Mitchell et al. 2008; Stadler & Keller, 2008). 

A capacidade sintética versátil dos fungos reflete no heterotrofismo e o modo de 

alimentação e a capacidade de explorar uma variedade de substratos e habitats 

(Hyde, 2005; Suryanarayanan et al. 2005). Conhecemos apenas cerca de 7% dos 

mais de 1,5 milhão de espécies de fungos (Hawksworth, 2004), e poucos desses 

foram cultivados e selecionados para a produção de biomoléculas. Estudos sobre a 

potencialidade dos micro-organismos endofíticos, principalmente das relacionadas à 

descoberta de novas substâncias, mostram-se relevantes tanto para uso no controle 

de doenças e pragas, como para aplicação no setor biotecnológico ou indústria 

farmacêutica.  
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Os fungos endofíticos têm demonstrado ser uma das mais importantes fontes 

de novos metabólitos secundários (Strobel et al. 2004; Zhang et al. 2006; Chandra, 

2012). Investigações detalhadas da micobiota interna de plantas e de fungos 

endofíticos de vegetais bem caracterizados e economicamente importantes, 

frequentemente revelam novos táxons e novas distribuições das espécies já 

conhecidas. Estudos sobre fungos endofíticos são necessários para fornecer 

informações fundamentais para a avaliação da diversidade e distribuição fúngica 

global (Stone et al. 2004). Pelo fato dos endofíticos serem inconspícuos, a 

diversidade de espécies da micobiota interna ser relativamente alta e uma pequena 

porção de potenciais hospedeiros terem sido até então examinados, endófitos 

representam um número substancial de fungos ainda não descobertos (Arnold et al., 

2000; Siqueira et al. 2008). Devido à elevada diversidade de fungos endofíticos 

(Arnold & Lutzoni, 2007; Hyde & Soytong, 2007, 2008) e sua capacidade de produzir 

vários produtos químicos bioativos (Aly et al. 2010; Xu et al. 2010) o torna-se  uma 

das mais importantes pesquisas concentradas na área da micologia.  

 

2.2 Cactaceae 

 

Os cactos são dicotiledôneas suculentas de hábitos diversos, que podem ser 

árvores, arbustos, trepadeiras, epífitas ou geófitas; suas hastes (talos) podem ser 

colunares, roliços, globulares, tuberculados, em forma de costeletas, asas ou 

achatados, geralmente segmentados sem folhas e com espinhos. A família é 

composta de quatro subfamílias: Maihuenioideae, Pereskioideae, Opuntioideae e 

Cactoideae (Taylor e Zappi, 2008), 130 gêneros e 1500 espécies, distribuídas quase 

exclusivamente nas regiões secas das Américas (Mohamed-Yasseen et al. 1996).  

As cactáceas são as plantas mais conspícuas e características de regiões 

áridas quentes, são notáveis  não apenas por sua diversidade de formas de 

crescimento e sua capacidade de crescer, mas para prosperar em ambientes 

reconhecidos como estressante para a maioria das plantas. Os cactos podem ser 

usados para evitar a erosão do solo e atuar como uma cerca viva eficaz para a 

recuperação de terras e funcionar como cultura comercial com atributos únicos. As 

cactáceas não necessitam de muita água e, consequentemente, exibem incomum 

características fisiológicas e morfológicas (Scheinvar, 1995; Le Houerou, 2000). 
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Também são conhecidos por conter vários compostos químicos úteis tendo 

propriedades nutricionais e medicinais desejáveis, apresentam também grande 

potencial como fonte de substâncias de uso medicinal, cosmético e alimentício 

(Biavatti et al. 2007; Mariath et al. 2009; Fernández-López et al. 2002; Alarcon-

Aguilar et al. 2003; Galati et al. 2003; Oliveira & Da Machado, 2003; Gentile et al. 

2004; Sirivardhana & Jeon, 2004; Tesoriere et al. 2004; Zou et al. 2005; Salim et al. 

2006).  

O cacto Cereus jamacaru DC. é conhecido popularmente como mandacaru, 

(Zappi & Aona, 2007). É uma planta típica do Brasil, sendo um vegetal comum em 

praticamente todo o nordeste brasileiro, ocorrendo nos estados da Bahia, Maranhão, 

Pernambuco, Sergipe e também em Minas Gerais (Zappi & Aona, 2007). Pode 

chegar a 10 metros de altura, possui tronco lenhoso, que é utilizado na fabricação de 

caixas, porta-retratos, portas e janelas (Britton & Rose, 1919), com muitas hastes 

eretas, formando topo compacto, as hastes novas são azuladas e possuem de 4 a 6 

costelas de ápices obtusos, separados por sulcos profundos, em áreas abertas 

podem apresentar apenas com uma única haste. As aréolas são circulares distantes 

de 2 a 5 cm entre si, sendo maiores no tronco principal, com espinhos são radiais, 

podem ter de 9 a 30 cm de comprimento, sendo os centrais maiores; podem ter 

coloração amarela, avermelhada ou marrom (Scheinvar, 1985; Britton & Rose, 

1919), possuem flores são solitárias, noturnas, laterais a subapicais, brancas e frutos 

elipsóides alaranjado ou vermelho-claro polpa branca, aroma suave, comestível, 

doce (Scheinvar, 1985). É extremamente rústico, cresce nas catingueiras arbóreas e 

em locais quase desprovidos de solos, e se multiplica regularmente, cobrindo 

extensas áreas da caatinga (Lima, 1996). 

O mandacaru é utilizado principalmente na alimentação de ruminantes nos 

longos períodos de seca que ocorrem na região nordeste (Cavalcanti & Resende, 

2006). Os seus frutos servem de alimentos para pássaros e animais silvestres da 

Caatinga (Cavalcanti & Resende, 2007), e são bastante apreciados pela população 

(Barbosa, 1998), sendo inclusive uma alternativa para a fabricação de vinho 

(Almeida et al. 2006). A sua polpa, de acordo com Pimentel Gomes (2007), é doce e 

comestível e pode ser utilizada na alimentação humana (Salema, 1966; Albuquerque 

& Andrade, 2002; Silva et al. 2005a; Estrada-Luna et al. 2008).   
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O uso medicinal popular é pouco difundido, diz-se que as raízes e o caule são 

diuréticos. Toda a planta é usada no combate ao escorbuto e nas infecções do 

aparelho respiratório (Scheinvar, 1985; Agra et al. 2007; 2008). Dentre as 

substâncias químicas identificadas no mandacaru está a tiramina, conhecida por sua 

atividade simpatomimética e provável responsável pela atividade cardiotônica 

(Brhun; Lindgren, 1976). 

As certezas climáticas no Nordeste tornam as cactáceas uma alternativa 

alimentar e uma fonte de água para os animais na época seca. No Brasi l, o 

ecossistema Caatinga, região natural exclusiva, apresenta uma floresta 

sazonalmente seca que cobre a maior parte dos estados do Nordeste e a parte de 

Minas Gerais (Tabarelli & Silva, 2003). Dentre os vegetais, destaca-se a família 

Cactaceae, pois das 160 espécies registradas, 41 são endêmicas da Caatinga 

(Taylor & Zappi, 2002). É nesse ambiente que o C. jamacaru apresenta ampla e 

abundante distribuição (Meiado et al. 2010). 

Cavalcanti & Resende (2004), avaliando a utilização das plantas nativas da 

Caatinga por pequenos agropecuaristas em cinco comunidades da Bahia e de 

Pernambuco, registraram que o mandacaru é utilizado por 46,52% deles, enquanto o 

facheiro é utilizado por 12,28%, o xiquexique por 10,51% e a coroa-de-frade por 

6,96%, para alimentação dos animais no período de seca.  

Poucos trabalhos verificam a associação endofítica com plantas de ambientes 

áridos, semiáridos e/ou desérticos, eles têm demonstrado a importância de 

conhecimento da comunidade endofítica dessas plantas. A partir das observações, 

algumas hipóteses sobre a relação micro-organismos-planta hospedeira têm sido 

levantadas, estimulando o estudo dos cactos e a associação com os micro-

organismos endofíticos.  

O primeiro trabalho verificando a associação de fungos endofíticos e cactos, 

foi realizado por Fischer et al. (1994) na Austrália, quando estudaram a composição 

da comunidade endofítica fúngica de Opuntia stricta (Haw.), seguido por 

Suryanarayanan et al. (2005) que verificaram a comunidade endofítica fúngica de 21 

espécies de cactos ocorrendo em várias localidades do Arizona, e mais 

recentemente no Brasil, Bezerra et al. (2012; 2013) verificaram a ocorrência de 

fungos endofíticos em Opuntia ficus-indica (L.) Mill., cultivada em larga escala em 

regiões semiáridas da Caatinga, e em C. jamacaru.  
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 2.3 Caatinga 

 

A Caatinga é o principal ecossistema da região nordeste do Brasil com a 

maior formação de vegetação seca, são pouco conhecidas do ponto de vista 

ecológico (Pereira et al. 2001), cerca de 6,83% do território nacional (Pereira et al., 

1989; Araújo, 1996). Na cobertura vegetal das áreas da região Nordeste, a Caatinga 

representa cerca de 800.000 Km2, o que corresponde a 70% da região, sendo que 

aproximadamente 50% das terras recobertas com a Caatinga são de origem 

sedimentar e ricas em água subterrânea (Maracajá e Benevides, 2006). 

A vegetação da Caatinga ocorre em faixas descontínuas, estando fortemente 

marcada pela influência de uma estação chuvosa curta e uma estação seca mais 

prolongada, limitando o crescimento das plantas, regulando muitos processos 

ecológicos, por causa de sua variabilidade no tempo e espaço e da imprevisibilidade 

dos eventos de chuva. (Lázaro et al. 2001; Schwinning & Sala, 2004; Sher et al. 

2004).   

Devido às características bióticas da Caatinga e à exploração de seus 

recursos vegetais de forma não sustentável, este ecossistema vem passando por 

modificações como a diversificação da agricultura e da pecuária bovina e o aumento 

da extração de lenha para produção de carvão (Zanetti, 1994). No entanto a 

eliminação sistemática da cobertura vegetal e o uso indevido das terras têm 

acarretado graves problemas ambientais, entre os quais se destacam a redução da 

biodiversidade, a degradação dos solos e o comprometimento dos sistemas 

produtivos (Brasil, 1995; Brasil, 1991; Japan, 1990).  

 

2.4 L-asparaginase 

 

A L-asparaginase (E.C.3.5.1.1) é a enzima responsável por catalisar a reação 

de hidrólise do aminoácido L-asparagina resultando em ácido aspártico e amônia, ou 

seja, catalisa a hidrólise do grupo amino da cadeia lateral do aminoácido 

convertendo em ácido, portanto a L-asparaginase é também denominada L-

asparagina amino hidrolase (Narta et al. 2007; Verna et al. 2007).   

Clementi (1922) relatou a presença da atividade de L-asparaginase no soro 

de cobaia, mas apenas foram reconhecidos algum tempo mais tarde, quando 



Santos, Marília G. S. - Seleção de fungos endofíticos de Cactaceae...                                                           21 
 

 
 

Broome (1961) descobriu que a regressão de transplantes linfossarcoma em ratos 

tratados com soro de cobaia (Kidd, 1953) foi devido à dependência nutricional das 

células malignas por L-asparagina. Mashburn & Wriston (1963) em seus estudos, 

purificaram a enzima L-asparaginase produzida pela bactéria Escherichia coli e 

verificaram que esta enzima possuía o mesmo efeito terapêutico daquela procedente 

do soro de cobaias. Os autores estimularam a produção em larga escala 

possibilitando a realização dos primeiros testes clínicos. Os primeiros pesquisadores 

a demonstrarem a eficácia terapêutica da enzima em humanos com leucemia foram 

Oettgen et al. (1967) e Hill et al. (1967). Além disso, a L-asparaginase de 

Escherichia coli foi utilizada para diminuir o crescimento do linfossarcoma 6C3HED 

(Rowley & Wriston, 1963; Eremenco, Evseev & Nikolaiev, 1968; Wade et al. 1968; 

Peterson & Ciegler, 1969a; Yamada, 1970; Boyd & Phillips, 1971; Tosa et al. 1971). 

Reddy et al. (1969) relataram que a L-asparaginase de Mycobacterium tuberculosis 

suprimiu ascites sarcoma em ratos. De-Angeli et al. (1970) verificaram que a L-

asparaginase de Aspergillus terreus suprimiu carcinoma Walker 256 ascite em ratos. 

Peterson & Ciegler (1969 b) e Wade et al. (1971) pesquisaram as atividades L-

asparaginase de inúmeras bactérias e encontram uma ampla distribuição.   

L-asparaginase é também um agente anti-neoplásico, utilizada em 

quimioterapias contra o câncer, como a leucemia linfoblástica aguda (principalmente 

em crianças) e linfossarcoma, (Muller & Boos, 1998; Avramis & Panosyan, 2006), 

doença de Hodgkin, leucemia mielóide aguda, leucemia mielomonocítica aguda, 

leucemia linfocítica crônica, tratamento linfossarcoma, reticulosarcoma e 

melanosarcoma (Verna et al. 2007). Em certas linhagens de células leucêmicas, a 

baixa concentração de outra enzima, a L-asparagina sintetase, faz com que estas 

células sejam incapazes de produzir L-asparagina suficiente e, portanto, 

dependentes de uma fonte extracelular desse aminoácido. A degradação da L-

asparagina bloqueia a síntese proteica, ocasionando a morte celular por apoptose 

(Keating et al. 1993), 

A L-asparaginase tem sido encontrada em muitos mamíferos, algas, plantas e 

espécies de bactérias, fungos e leveduras, sendo que sua melhor fonte são os 

micro-organismos, por ser facilmente sintetizada, extraída e purificada a partir deles, 

facilitando a produção em larga escala, mas apenas as enzimas a partir de E. coli e 
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Erwinia chrysanthemi foram produzidas em escala industrial (Savitri et al. 2003; 

Sarquis et al. 2004; Kumar et al. 2013).  

Embora os medicamentos de ambas as fontes tenham mecanismos idênticos 

de ação e de efeitos tóxicos, as suas propriedades farmacocinéticas são diferentes e 

os pacientes alérgicos são frequentemente resistentes a um fármaco ou outro. 

Apesar da terapia do câncer ser importante, a utilidade clínica da L-asparaginase é 

muitas vezes limitada por três fatores: a grande variedade de efeitos colaterais 

associados com a administração de L-asparaginase, incluindo imunossupressão e 

pancreatite (Wang et al. 2003), os efeitos tóxicos caem em duas categorias 

principais, aqueles relacionados a sensibilização imunológica de uma proteína 

estranha e as relacionadas com a inibição da síntese de proteínas (Wang et al. 

2003); cerca de 10% dos pacientes tratados com sucesso sofrem uma recaída, com 

o aparecimento de tumores que são resistentes à terapia adicional de L-

asparaginase;  o tratamento prolongado com L-asparaginase pode melhorar o 

crescimento de tumores resistentes e aumentar a sua atividade metastática (Woo et 

al. 2000; Haskel et al. 1969; Arima et al. 1972).  

Apesar da quantidade considerável de pesquisas em andamento, a base 

molecular de resistência à L-asparaginase, que é um problema clínico importante, 

continua a ser mal entendida (Asselin, 1999). Dois mecanismos possíveis para a 

resistência à L-asparaginase foram propostos por Woo et al. (2000). A primeira é 

relativa a um aumento nos níveis de síntese de L-asparagina, que foi encontrada 

nos blastos de pacientes com leucemia linfoblástica aguda clinicamente resistente 

ao fármaco (Asselin, 1999). Outro mecanismo parece ser a indução de uma resposta 

do hospedeiro que leva à produção de anticorpos anti-asparaginase, que 

neutralizam L-asparaginase e impedem a sua atividade enzimática (Chakrabarti & 

Schuster, 1997). 

A prática terapêutica mais comum é injetar a enzima por via intravenosa livre 

a fim de diminuir a concentração no sangue de L-asparagina e afetar seletivamente 

as células neoplásicas (Mitchell et al. 1994). No entanto, a L-asparaginase de origem 

bacteriana pode provocar hipersensibilidade quando utilizada a longo prazo, 

conduzindo a reações alérgicas e anafilaxia, reação alérgica como erupção cutânea, 

dificuldade de respirar, diminuição da pressão arterial, sudorese ou perda de 

consciência (Reynolds & Taylor, 1993; Sarquis et al. 2004). A busca por outras 
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fontes de L-asparaginase, como micro-organismos eucarióticos, pode levar a uma 

enzima com menos efeitos adversos. 

Principais espécies de bactérias relatadas para produzir L-asparaginase 

incluem: Erwinia carotovora, Escherichia coli, Pseudomonas flourescens, 

Mycobacterium phlei, Estafilococos, Thermus aquaticus, T. pyriformis, Pseudomonas 

ovalis e Serratia marcescens (Dey et al. 1988; Duval et al. 2002; Savitri et al. 2003; 

Sarquis et al. 2004, dentre outros). 

Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi são as principais fontes de L- 

asparaginase, que têm mecanismos de ação idênticos, mas propriedades 

farmacocinéticas diferentes. A L–asparaginase de E. coli induz maiores alterações 

na coagulação, mas mostrou-se ser superior a sintetizada por Erwinia chrysanthemi 

no tratamento de doenças malignas linfóides infância (Duval et al. 2002). Os 

principais efeitos colaterais são a disfunção hepática, pancreatite, diabetes, 

leucopenia, convulsões neurológicas e alterações da coagulação que pode levar a 

trombose ou hemorragia intracraniana (Duval et al. 2002).  

O efeito anti-leucêmico da L-asparaginase é resultado do rápido esgotamento 

de L-asparagina, um aminoácido essencial para a sobrevivência da maioria das 

células cancerosas as quais são dependentes de uma fonte exógena deste 

aminoácido. As células normais, no entanto, são capazes de sintetizar L-asparagina 

e, portanto, são menos afetadas pelo seu rápido esgotamento produzido pelo 

tratamento com esta enzima. A L-asparagina danifica rapidamente a síntese de 

proteína e leva a uma inibição do DNA e síntese do RNA, por conseguinte a uma 

diminuição da função celular, resultando na morte da célula (Müller & Boos, 1998; 

Ohnuma, Holland & Freeman, 1970). 

Segundo o Ministério da Saúde (MS), a L-asparaginase é considerada para 

tratamento padrão de leucemia linfoide aguda, o câncer infantil mais frequente. A L-

asparaginase é vendida comercialmente no Brasil sob o nome de Elspar® da Merk, 

originada a partir de E. coli, e  Erwinase da Speywood®. As duas possuem o mesmo 

mecanismo de ação e toxicidade, diferindo nas propriedades farmacocinéticas. 

Quando utilizadas por longo prazo, pode causar hipersensibilidade, levando a 

reações alérgicas e anafilaxia (Reynolds & Taylor, 1993; Keating et al. 1993; Duval 

et al., 2002; Verna et al., 2007).  
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Em 2010, o fármaco teve a fabricação suspensa no Brasil e, segundo os 

médicos, a falta dele comprometeu o tratamento de crianças, já que o seu uso é 

importante nas primeiras quatro semanas de tratamento. Nesse mesmo ano, o 

Governo precisou de recorrer à importação do medicamento, onde cada caixa 

contendo um frasco-ampola (10 mL) custava aproximadamente U$100,00.  

Atualmente, sua fabricação foi reestabelecida e o Ministério da Saúde já investiu 

cerca de R$ 17 mil para compra deste medicamento somente em julho de 2012 

(Portal da Transparência, 2012). Nos últimos 12 anos , os gastos federais com a 

assistência oncológica no país quadruplicaram, passando de R$ 470, 5 milhões (em 

1999) para R$ 2,2 bilhões. Este aumento de recursos serviu para ampliar e melhorar 

a assistência aos pacientes atendidos nos hospitais públicos e privados que compõe 

o Sistema Único de Saúde (SUS), sobretudo para os tipos de câncer como fígado, 

mama, linfoma e leucemia aguda (Portal da Saúde, 2012). Devido ao potencial de 

sua aplicação no tratamento de tumores cancerígenos, a demanda por L-

asparaginase tende a aumentar nos próximos anos (Krishnan et al. 1998; Soliman et 

al. 2005; Pedreschi et al. 2008). Portanto, é imprescindível a busca por outras fontes 

de produção desta enzima para que se aumente a disponibilidade do medicamento à 

população e diminuam os efeitos colaterais ocasionados pela utilização dessa 

substância. 

 

2.4.1 Produção de L-asparaginase por fungos  

 

A produção de L-asparaginase por fungos já foi relatada por diversos autores. 

Arima et al. (1972) e Imada et al. (1973) relataram a presença de L-asparaginase no 

filtrado de cultura de Penicillium claviforme, sendo que Imada et al. (1973) também 

observaram nos filtrados de culturas de cepas de P. expansum. Vários grupos de 

pesquisa estudaram a produção e purificação de L-asparaginase em tentativa para 

minimizar impurezas que produzem reações alérgicas (Campbell et al. 1967; Boss, 

1997; Gallagher et al. 1999). Tem-se observado que os micro-organismos eucariotos 

como leveduras e fungos filamentosos têm um potencial de produção de L-

asparaginase (Wade et al. 1971; Wiame et al. 1985; Pinheiro et al. 2001). Por 

exemplo, espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium são comumente relatadas 

para a produção de asparaginase (De-Angeli et al. 1970; Arima et al. 1972; Imada et 
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al. 1973; Nakahama et al. 1973; Curran et al. 1985). Gulati et al. (1997) apresentou 

um método de ensaio simples e rápido para a detecção de L-asparaginase usando 

diferentes amostras de fungos dos gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. 

Após uma primeira triagem, as culturas que apresentaram uma elevada atividade de 

L-asparaginase foram cultivadas em fermentação submersa a fim de determinar a 

produção desta enzima na presença de diferentes fontes de nitrogênio. Saquis et al. 

(2004) observaram que Aspergillus tamarii e A. terreus tem potencial de produção L-

asparaginase.  

Outros relatos sobre a produção de L-asparaginase por fungos já foram 

publicados, tanto utilizando leveduras como Rhodotorula sp. e Candida utilis, quanto 

fungos filamentosos, como Aspergillus nidulans (Shaffer, 1988), Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium (Sarquis et al. 2004), Aspergillus niger utilizando agro-resíduos 

a partir de três leguminosas (Mishra, 2006), Aspergillus sp. (Sreenivasulu, 2009), 

Aspergillus tamari, Aspergillus nidulans (Lapmak et al. 2010), Helminthosporium sp. 

(Soniyamby et al. 2012), Paecilomyces sp., (Gupta et al. 2009), Cladosporium sp. 

(Kumar et al. 2013), Aspergillus terreus (Baskar et al. 2009; 2010) utilizando bolo de 

óleo de amendoim como substrato de baixo custo e Bipolaris sp. BR438 isolada do 

arroz na Tailândia (Lapmak, et al. 2010).  

Siddalingeshwara & Lingappa (2010) relatam que Aspergillus terreus KLS2 é 

um agente promissor para aplicação industrial, uma vez que houve produção de L-

asparaginase utilizando a vagem de alfarroba como substrato. Kumar et al. (2013) 

sugeriram fortemente que o Cladosporium sp. pode ser um grande potencial como 

fonte de L-asparaginase para o desenvolvimento de agentes terapêuticos para o 

tratamento do câncer. Mishra (2006) estudando a produção e as propriedades da L-

asparaginase descobriu um novo isolado de A. niger em fermentação em estado 

sólido (FES) usando um resíduo agrícola. Aspergillus terreus também possuem 

propriedades antitumorais contra ascite de Ehrlich em camundongos que pode ser 

não tóxico e tem propriedades mielossupressoras (Ali, 1994). Theantana et al. 

(2007) estudando fungos endofíticos isolados de plantas medicinais da Tailândia 

quanto a produção de L-asparaginase, afirmaram que 23 isolados exibiram 

atividades enzimáticas promissoras para novos estudos. Em 2009, Theantana et al. 

relataram que espécies de Colletotrichum são também promissoras para produção 

de L-asparaginase.  
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Patro et al. (2014) estudaram a influência da composição do meio de cultura 

sobre a produção de L-asparaginase por Aspergillus flavus. Os autores observaram 

que amido e sorbitol como fonte de carbono e L-asparagina e L-glutamina, foram os 

substratos que mais estimularam a produção de L-asparaginase por esta espécie. 
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3 CAPÍTULO I 

 

Produção de L-asparaginase por fungos endofíticos de cacto da floresta 

tropical seca brasileira1 

 

Artigo submetido ao World Journal Microbiology and Biotecnology 

 
 

RESUMO 

A L-asparaginase é uma enzima usada como agente quimioterápico para o 

tratamento de câncer humano. Há uma busca para as outras fontes produtoras de L-

asparaginase para diminuir os efeitos colaterais ocasionados pela utilização dessa 

substância quando sintetizada por bactérias. Estudos utilizando fungos endofíticos 

tem sido realizados, contudo, não há relatos sobre a produção de L-asparaginase 

por esses fungos no Brasil, que detém grande diversidade biológica. Fungos 

endofíticos foram isolados do cacto Cereus jamacaru e depositados na Micoteca 

URM. Para a seleção quanto a produção de L-asparaginase, foram utilizados 44 

isolados. Em meio sólido, foi observada a formação de um halo ao redor da colônia 

fúngica, indicando a capacidade de produção de L-asparaginase. A produção em 

meio líquido, foi realizada inculando as culturas de fungos em frascos de Erlenmeyer 

contendo 50 mL de Czapex Dox‟s modificado (CDM) e incubados a 30 ° C e 120 rpm 

durante 5 dias. Dos 44 fungos endofíticos estudados, 30 apresentaram halo de 

degradação, e 19 produziram L-asparaginase em meio líquido. Aspergillus 

ochraceus URM 6885, A. japonicus URM 6872, A. terreus URM 6888, A. sydowii 

URM 6866, Fusarium oxysporum URM 6815, Gibberella fujikuroi var. fujikuroi URM 

6816 e Penicillium brevicompactum URM 6833 são os fungos endofíticos que 

possuem maior habilidade para síntese da L-Asparaginase em meio líquido e por 

isso são indicados para estudos mais detalhados de produção desta enzima. 

 

INTRODUÇÃO 

                                                 
1
 Trabalho a ser submetido para publicação como Marília Gomes da Silva Santos, Jadson Diogo Pereira Bezerra, 

Virginia Michele Svedese, Minelli Albuquerque Sousa, Dianny Carolyne Vasconcelos da Silva,  Ana Lúcia 

Figueiredo Porto, Cristina Maria de Souza Motta 2014. Production of L-asparaginase by endophytic fungi from 

cactus of the brazilian tropical dry forest. World Journal Microbiology and Biotecnology. 

 



Santos, Marília G. S. - Seleção de fungos endofíticos de Cactaceae...                                                           28 
 

 
 

Os micro-organismos endofíticos podem desempenhar um papel importante 

na sobrevivência das plantas, melhorando a absorção de nutrientes (Gasoni & 

Gurfmkel, 1997; Malinowski et al., 1999), desenvolvimento a produção de 

metabólitos promotores do crescimento vegetal, tais como giberelinas (Choi et al., 

2005; Rim et al., 2005) e auxinas (Dai et al., 2008) e auxiliando na adaptabilidade 

ecológica do hospedeiro a fatores bióticos e abióticos (Strobel et al., 1996). Os 

endófitos também são conhecidos pela capacidade metabólica de produzir uma 

grande diversidade de outras moléculas bioativas que podem ser tóxicas ou 

utilizadas pelas indústrias farmacoquímicas (Hyde & Soytong, 2008; Theantana et 

al., 2007, 2009; Xu et al., 2010; Qui et al., 2012).  

 Estudos referentes à avaliação da micobiota endofítica tem sido realizado em 

todos os continentes (Carroll et al. 1977; Chen et al. 2003; Costa et al. 2012; 

Suryanarayanan et al. 2003). Plantas das florestas tropicais úmidas e temperadas 

foram verificadas quanto à diversidade da comunidade de fungos endofíticos 

(Fröhlich  et al. 2000; Azevedo et al. 2000). As florestas tropicais secas ocupam 

cerca de 30% da superfície da Terra (Peel et al. 2007) e só mais recentemente tem 

sido exploradas quanto a sua micodiversidade endofítica (Puente et al. 2004a; 

2004b; Murali et al. 2007; Puente et al. 2009a; 2009b; Khidir et al. 2010; Lopez et al. 

2011; 2012; Suryanarayanan et al. 2011; Sun et al. 2012; Bezerra et al. 2012b; Loro 

et al. 2012).  

Os estudos da comunidade de endófitos em ambientes secos têm revelando 

comportamento diferenciado quando comparado com pesquisas realizadas em 

ambientes úmidos. O Brasil possui uma das florestas tropicais secas que é 

conhecida como Caatinga. Um dos vegetais característicos desse ecossistema são 

os membros da família Cactaceae que fazem da Caatinga um centro de 

conservação e dispersão natural mundial de cactos, abrigando cerca de 160 

espécies, sendo 41 endêmicas (Taylor & Zappi, 2002). Como poucos estudos de 

avaliação da comunidade de fungos endofíticos foram realizados em ambientes 

secos, e menos ainda com cactos, somente quatros estudos acessaram a 

diversidade endofítica fúngica de espécies da família Cactaceae (Fisher et al. 1994; 

Suryanarayanan et al., 2005; Bezerra et al. 2012, 2013). 

Uma maior atenção foi dada a capacidade biotecnológica dos fungos 

endofíticos a partir da síntese da substância anticancerígena conhecida como taxol 
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(Stierle et al. 1993; Strobel et al. 1993). A biomolécula taxol foi tradicionalmente 

isolada de cascas de Taxus brevifolia Nutt., entretanto, a partir do isolamento de um 

novo endófito descrito como Taxomyces andreanae Strobel, A. Stierle, D. Stierle & 

W.M. Hess a produção foi aprimorada. Após o primeiro relato de fungos endofíticos 

produzindo taxol, outras plantas foram verificadas quanto a sua comunidade 

endofítica e a capacidade biotecnológica desses micro-organismos na produção de 

antitumorais e outras biomoléculas (Albrectsen et al. 2010; Tan & Zou, 2001; 

Chandra, 2012; Hyde & Soytong, 2008; Theantana et al. 2007, 2009; Xu et al. 2010; 

Qui et al. 2012; Trichur & Suryanarayanan, 2013).  

A relação simbiótica dos endófitos com o hospedeiro pode estimular a 

produção de substâncias bioativas para competir com patógenos e para regular o 

metabolismo do hospedeiro no equilíbrio da associação, sendo fontes potenciais de 

novos produtos naturais para exploração na agricultura, medicina e indústria 

farmacêutica (Wang & Dai, 2011; Chandra, 2012; Nadeem et al. 2012). Além do 

taxol, outra substância antitumoral que tem sido produzida por fungos endofíticos é a 

L-asparaginase.  

A L-asparagina amidohidrolase é uma enzima usada como agente 

quimioterápico para o tratamento de câncer humano (Wriston; Yellin, 1973; Capizzi 

et al. 1984) de forma que a sua ação catalítica transforma o aminoácido asparagina 

em ácido aspártico e amônia, privando as células malignas de um nutriente 

essencial, levando à morte celular (Patro & Gupta, 2012). No entanto, a L-

asparaginase foi originalmente relatada a partir de bactérias e quando utilizada por 

longo prazo, pode causar hipersensibilidade, levando a reações alérgicas e 

anafilaxia (Reynolds; Taylor, 1993, Keating et al. 1993). Para superar estas 

dificuldades, o fármaco pode ser modificada por peguilação ou imobilização, assim 

como também os protocolos de tratamento podem ser modificados para aumentar a 

eficácia do fármaco (Kumar et al. 2014). Por outro lado, alguns fungos têm sido 

relatados como grande potencial para a produção de L-asparaginase com menores 

efeitos colaterais ao ser humano (Sarquis et al. 2004; Imada et al. 1973; Elshafei et 

al. 2012; Shrivastava et al. 2012). 

Fungos endofíticos foram descritos como produtores de L-Asparaginase por 

Theantana et al. (2007, 2009) em estudo com plantas medicinais da Tailândia e por 

Sarquis et al. (2004) em estudo com algas marinhas, sendo as espécies na maioria 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1754504813001050
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relatadas do filo Ascomycota. No Brasil, poucos estudos verificaram a produção de 

L-asparaginase por fungos filamentosos (Loreiro et al. 2012) e atualmente não se 

tem estudos sobre a sua produção de L-asparaginase por fungos endofíticos de 

Cactaceae. O objetivo desse estudo foi verificar a capacidade dos fungos endofíticos 

isolados do cacto C. jamacaru em produzir a enzima anticancerígena L-

asparaginase. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Fungos endofíticos 

Os fungos endofíticos foram isolados do cacto Cereus jamacaru crescendo na 

floresta tropical seca brasileira, na Fazenda Tamanduá, Paraíba - PB Nordeste do 

Brasil (07°1.524S, 037°23.518W) (Bezerra et al. 2013) e depositados na Coleção de 

Culturas – Micoteca URM (WCDM 604) da Universidade Federal de Pernambuco, 

Recife, Pernambuco, Brasil . Para a seleção quanto a produção de L-asparaginase, 

foram utilizados 44 isolados.  

 

Figura 1 - Cereus jamacaru. 

 

Produção de L-asparaginase em meio sólido 

Todos os isolados de fungos endofíticos foram cultivados em meio de cultura 

batata-dextrose-ágar (BDA) durante 7 dias. Discos de 5 mm de micélio foram 

transferidos para placas de Petri contendo o meio ágar Czapek Dox‟s modificado 

(ACDM) (Saxena & Sinha, 1981). O ensaio em placa de ágar foi utilizado para 

selecionar os fungos produtores de L-asparaginase. O meio ACDM foi composto por 

glicose (2,0 g/L), L-asparagina (10,0 g/L), KH2PO4 (1,52 g/L), KCl (0,52 g/L), 
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MgSO4.7H2O (0,52 g/L), CuNO3.3 H2O (0,001 g/L), ZnSO4.7H2O (0,001 g/L), 

FeSO4.7 H2O (0,001 g/L), pH 6,2 e suplementado com vermelho de fenol (0,009% 

concentração final) que foi utilizado como indicador de produção de L-asparaginase, 

que muda o meio de cultura da cor amarela (condição ácida) para cor-de-rosa 

(condição alcalina). Placas de Petri com o meio ACDM sem asparagina foram 

utilizadas como controle. Todas as placas foram incubadas a 30 °C por cinco dias. O 

raio da zona cor-de-rosa e o diâmetro da colônia foram mensurados após a 

incubação. A zona cor-de-rosa indicou a capacidade de produção de L-asparaginase 

pelo fungo (Gulati et al. 1997; Theantana et al. 2007).  

Produção de L-asparaginase em Meio Líquido 

Um disco de 5 mm de micélio das culturas de fungos cultivados em cada 

placa de Petri contendo  o meio de cultura BDA foram usados como inóculo em 

frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de Czapex Dox‟s modificado 

(CDM). Os fracos de Erlenmeyer foram incubados a 30 ° C em agitador rotativo a 

120 rpm durante 5 dias. Após esse período, as culturas foram filtradas utilizando 

papel de filtro Whatman nº 1 e centrifugadas a 6000 rev min-1 por 15 min  

(Theantana et al. 2007). 

Atividade da L-asparaginase 

A atividade da enzima foi determinada do filtrado do CDM pela técnica de 

Nesslerização e expressas como U/ml, como descrito por Imada et al. (1973) e 

Pradhan et al. (2013), modificado. O substrato (L-asparagina) foi preparado em 0,05 

M tampão tris (hidroximetil) aminometano (tris-HCl) (pH 7,2), com concentração final 

de 0,04 M. Os tubos de reação continham 200μL de L-asparagina 0,04 M, 100μL de 

tris-HCl 0,05 M (pH 7,2) e 100μL de extrato bruto enzimático. As amostras foram 

incubadas a 37 °C por 30 minutos e depois a reação foi interrompida com 100μL de 

ácido tricloroacético (TCA) 1,5M. A mistura foi centrifugada a 6000 g, 4°C por 5min e 

do sobrenadante foram retirados 100μL os quais foram adicionados a 750μL de 

água destilada esterilizada. O branco da amostra foi preparado em tubos de reação 

contendo 200µl de tris-HCl 0,05 M (pH 7,2), 200µl de ácido tricloroacético (TCA) 

1,5M e 100µl de enzima bruta. O reagente de Nessler foi adicionado e a mistura 

incubada a 20 °C por 20 minutos. Todas as reações foram medidas em leitor de 

microplacas a 396 nm. Foi considerada como uma unidade de L-asparaginase a 
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quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 μmol de amônia por min a 37 °C 

. Todas as análises foram realizadas em triplicata e comparadas ao branco da 

amostra. 

Análise Estatística  

Todos os resultados foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. Foi utilizado o programa 

Assistat 7.7 beta (Silva & Azevedo 2009). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Fungos endofíticos de Cereus jamacaru 

 Os fungos endofiticos isolados estão relacionados por Bezerra et al. (2013). 

Foram utilizados 44 isolados no presente trabalho para caracterização quanto a 

produção de L-asparaginase (Tabela 1), por algumas pertencerem a espécies mais 

frequentes e outras relatadas pela primeira vez como endofíticas de cacto e como 

endofíticas para o Brasil. 

Entre os endofíticos, foram isolados tanto fungos filamentosos quanto 

leveduras pertencentes aos Filos Zygomycota (atuamente Mucoromycotina) e aos 

Ascomycota e Basidiomycota, apresentando tanto anamorficos (ex. Aspergillus, 

Candida, Curvularia, dentre outros) quanto teleomórficos (ex. Giberella e 

Guignardia). A maioria dos isolados apresentou a fase de reprodução assexuada. 

Poucos são os trabalhos que relatam o isolamento de fungos endofíticos de 

cactos. Na Australia Fisher et al. (1994), observaram que 23 taxa pertenceram aos 

Ascomycota. No Arizona (EUA), Suryanarayanan et al. (2005) isolaram fungos 

endofíticos pertencentes a 22 espécies de Ascomycota e Bezerra et al. (2012) 

isolando da palma forrageira no Brasil também observaram 13 espécies 

pertencentes a este Filo. 

 

Tabela 1 - Fungos endofíticos isolados do cacto Cereus jamacaru depositados na 

Micoteca URM, UFPE, Brasil. 
Fungos endofíticos Número 

de 

acesso 
URM 

Fungos endofíticos Número 
de 

acesso 
URM 

Acremonium bacillisporum 6840 Curvularia lunata (Wakker) 6861 
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(Onions & G.L. Barron) W. 
Gams   

Boedijn 

Acremonium pteridii W. Gams & 
J.C. Frankland  

6838 Debaryomyces hansenii 
Zopf) Lodder & Kreger-van 

Rij 

6883 

Aspergillus flavus Link 6886 
6887 

Fusarium oxysporum Schltdl. 6704 
6815 

Gibberella fujikuroi var. 
fujikuroi (Sawada) Wollenw.  

6816 
Aspegillus japonicus Saito 6872 

6873 Guinardia bidwellii (Ellis) 
Viala & Ravaz 

6817 

Aspergillus niger Tiegh. 6870 

6871 

Penicillium aurantiogriseum 

Dierckx 

6844 

Penicillium brevicompactum  

Dierckx 

6833 

Aspergillus ochraceus G. Wilh. 6869 
6885 

Penicillium chrysogenum 
Thom 

6831 
6832 

Penicillium commume Thom 
 

6845 
6847 Aspegillus parasiticus Speare 6867 

6868 Penicillium griseofulvum 
Dierckx 

6846 
Aspergillus sydowii  (Bainier & 
Sartory) Thom & Church 

6866 

Aspergillus terreus Thom 6888 Penicillium minioluteum 
Dierckx 

 

6843 
6889 

Aspergillus versicolor (Vuill.) 
Tirab. 

 

6864 Purpureocillium lilacinum 
(Thom) Luangsa-ard, Hywel-

Jones & Samson 

6818 
6865 

Aureobasidium pullulans (de 

Bary) G. Arnaud 
  

6874 

6875 
6876 

Rhodotorula minuta (Saito) 

F.C. Harrison 

6882 

Sterigmatomyces elviae 
Sonck & Yarrow 

6880 

Syncephalastrum 
racemosum Cohn ex J. 

Schröt. 

6819 

Candida magnoliae (Lodder & 
Kreger-van Rij) S.A. Mey. & 

Yarrow 

6881 Trichoderma viride Pers. 6823 

Cladosporium cladosporioides 

(Fresen.) G.A. de Vries  

6859 Tritirachium dependens 

Limber 

6822 

Cladosporium sphaerospermum 
Penz. 

6862 
6863 

  
  

 

 
Seleção de Fungos Endofíticos Quanto a Produção de L-asparaginase em Meio 

Sólido 
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Para a atividade em meio sólido, das 44 linhagens de fungos endofíticos 

testadas, 30 apresentaram halo de degradação com o índice enzimático variando de 

1,04 a 8,09. Todos os fungos endofíticos cresceram no meio de cultura ágar CDM 

com vermelho de fenol. Cladosporium sphaerospermum URM 6862, Cladosporium 

cladosporioides URM 6859, Penicillium aurantiogriseum URM 6844 e Acremonium 

pteridii URM 6838 apresentaram os maiores índices enzimáticos, estatisticamente 

comprovado (Tabela 2), quando comparadas as outras espécies testadas. 

O ensaio em placa de Petri é considerado vantajoso por ser um método 

rápido onde a produção de L-asparaginase pode ser visualizada diretamente a partir 

do halo e cálculo da zona de atividade enzimática (Arima et al. 1972; De Jong et al. 

1972). A Figura 1 apresenta alguns dos fungos endofíticos testados que 

apresentaram atividade enzimática em meio sólido. 

 

 

Figura 2 - Atividade de L-asparaginase em meio sólido. (a) Placa controle; (b) 

Placa sem atividade: Aspergillus niger URM 6870; Placas com atividade 
enzimática: (c) Acremonium pteridii URM 6838; (d) Cladosporium cladosporioides 
URM 6859; (e) Cladosporium sphaerospermum URM 6862; (f) Penicillium 

aurantiogriseum URM 6844; (g) Penicillium chrysogenum URM 6831; (h) Giberella 
jugikuroi var. fugikuroi URM 6816; (i) Fusarium oxysporum URM 6704; (j) 

Penicillium brevicompactum URM 6833; (k) Curvularia lunata  URM 6861; (l) 
Aspegillus parasiticus URM 6867. 

Estudando a produção de L-asparagianse por fungos, Saquis et al. (2004) 

selecionaram 26 culturas pertencentes aos gêneros Aspergillus, Penicillium e 

Fusarium, verificando que apenas as amostras de Aspergillus apresentaram halo 

enzimático. Mishra (2006) relata a produção desta enzima por A. niger. Entretanto, 

os isolados A. niger URM 6870 e URM 6871 utilizados no presente estudo não 

apresentaram zona de atividade enzimática, no entanto, as outras espécies de 

Aspergillus testadas apresentaram halo enzimático, exceto Aspergillus japonicus 

(c)  (d) (a) (e)  (b)  (f) 

(g) (h) (i) (j) (k) (l) 
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URM 6873 e Aspergillus flavus URM 6887. Dentre as espécies de Fusarium e 

Penicillium utilizadas neste trabalho, apenas Penicillium minioluteum URM 6843 e 

6889 não houve detecção de atividade da L-asparaginase. Esses resultados 

demonstram que a capacidade de produzir a enzima em meio sólido pode ser 

eficiente e pode ser realizado de forma prévia e rápida indicando isolados com 

potencialidade para síntese de L-asparaginase.  

Verificando a potencialidade de fungos na produção de L-asparaginase, 

Soniyamby et al (2012) relataram que espécies de Aspergillus, Fusarium, Penicillum, 

Mucor e Basidiomycetes são produtores do anticancerígeno com zona de atividade 

enzimática com diâmetro acima de 15 mm, com destaque para o isolado Aspergillus 

sp. KUFS20 que apresentou zona de 27 mm. Em outra pesquisa, Soniyamby et al. 

(2011) utilizaram 22 espécies dos gêneros Aspergillus, Penicillium e Mucor e 

verificaram que apenas 10 culturas tiveram halo de degradação, com destaque para 

o gênero Penicillium. Balasubramanian et al. (2012) também estudaram 5 espécies 

de fungos isoladas a partir da amostra de solo marinho e relataram os gêneros 

Aspergillus, Penicillium e Mucor com capacidade de produzir L-asparaginase, com 

destaque para Aspergillus terreus que exibiu alta atividade enzimática. 

Hosamani & Kaliwal (2011) isolaram Fusarium equiseti do solo de rizosfera de 

Ipomoea muricata e indicaram este isolado como produtor de L-asparaginase por 

exibi halo de 0,6-0,9 cm. Kumar et al. (2013) realizaram atividade de L-aspaginase 

em meio sólido com 70 de fungos isolados do solo e demonstraram que 50 isolados 

apresentaram zona de diâmetro, entretanto com atividade considerada fraca. 

Theantana et al. (2007) selecionando fungos endofíticos de plantas medicinais na 

Tailândia, identificaram 41 isolados com atividade positiva para L-asparaginase com 

halos variando entre 1,61-1,88 cm, Gulati et al. (1997) consideraram Aspergillus 

oryzae, Penicillium nelicum e Penicillium granulatum  como bons produtores de L-

asparaginase, com o coeficiente variando entre 0,97-1,08. No presente estudo os 

índices enzimáticos foram maiores que os encontrados na literatura variando entre 

1,04-8,09, sendo considerados com atividade forte.  Além disso, este trabalho 

corrobora com os resultados dos autores citados, onde os endófitos dos gêneros 

Aspergillus e Penicillium apresentam os maiores índices enzimáticos destacando-se 

as espécies de Penicillium (Tabela 2). 
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Entre os isolados testados, Cladosporium sphaerospermum URM 6862 

destacou-se na atividade em meio sólido com índice enzimático de 8,03. Na 

literatura científica não foram encontrados estudos relatando a capacidade de 

produção de anticancerígenos por espécies de Cladosporium. Espécies de 

Cladosporium foram mais frequentes no estudo da comunidade endofítica do cacto 

C. jamacaru e, segundo Bezerra et al. (2013), esse gênero parece ter importância 

ecológica para o vegetal crescendo na floresta tropical seca brasileira. Kumar & 

Manonmani (2013) sugeriram fortemente que Cladosporium sp. pode ter um grande 

potencial como fonte L-asparaginase para o desenvolvimento de agentes 

terapêuticos para o tratamento do câncer. 

Lapmak et al. (2010) testaram em meio sólido fungos isolados de arroz na 

Tailândia pertencentes aos gêneros Acremonium, Aspergillus, Bipolaris, 

Cochliobolus, Curvularia, Fusarium, Hansfordia e Phaeotrichoconis e consideraram 

este método eficiente para a detecção de atividade de L-asparaginase. Theantana et 

al. (2009) testaram 82 isolados de fungos endofíticos de plantas medicinais da 

Tailândia se destacando Colletotrichum  na produção do anticancerígeno. Na tabela 

2 foi observado que as espécies de Acremonium, Aureobasidium, Curvularia, 

Fusarium, Gibberella, Purpureocillium e Trichoderma também demonstraram 

capacidade de produção do anticancerígeno em meio sólido. 

A validação do método utilizando meio de cultura sólido contido em placa de 

Petri para detecção da produção da L-asparaginase foi recentemente efetuada por 

Mahajan et al. (2013). Estes autores utilizaram dois corantes distintos (vermelho de 

fenol e o azul de bromotimol) demonstrando que o corante vermelho de fenol não foi 

claramente eficiente para a produção de L-asparaginase, diferindo desse estudo que 

demonstrou claramente a capacidade de produzir L-asparaginase por esse método. 

Patil et al. (2012), utilizaram um método rápido sensitivo em rodelas de ágar com 

fungos endofíticos isolados de folhas e casca de Aegle maremelos onde dos 12 

isolados testados apenas 3 apresentaram atividade. 

Seleção de Endófitos Quanto a Produção de L-asparaginase em Meio Líquido 
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Dos 44 fungos endofíticos, 19 produziram L-asparaginase em meio líquido e 

exibiram atividade entre 1,05-29,02 U/ml (Tabela 2). Penicillium minioluteum URM 

6843, que não apresentou atividade em meio sólido exibiu atividade em meio líquido 

com 3,64 U/ml de atividade. Por outro lado, 11 endófitos apresentaram índice 

enzimático de 1,04 a 8,09, porém não apresentaram atividade de L-asparaginase em 

meio líquido. Resultados similares foram obtidos por Hölker et al. (2004) e Lee et al. 

(2005) os quais sugeriram a importância da utilização das duas metodologias para 

seleção de fungos com capacidade de produzir L-asparaginase. 

 Avaliando a atividade de L-asparaginase de fungos endofíticos isolados de 

plantas medicinais na Tailândia, Theantana et al. (2007) verificaram uma variação de 

atividade entre 0,014-1,530 U/ml. Os resultados obtidos pelos pesquisadores são 

diferentes aos desse estudo, visto que a atividade mínima foi de 1,05 U/ml por 

Penicillium aurantiogriseum URM 6844 e a máxima de 29,02 U/ml por Aspergillus 

sydowii URM 6866 que apresentou diferença significativa em relação as demais 

amostras testadas (Tabela 2).  

As espécies de Penicillium são ótimas produtoras de L-Asparaginase como foi 

mostrado por Soniyamby et al. (2011) estudando as espécies de fungos isoladas do 

solo, onde destacaram o isolado identificado como Penicillium sp. com atividade 

enzimática de 15 U/ml após a otimização. Gulati et al. (1997) em um rápido ensaio 

para seleção de micro-organismos, também consideraram espécies de Aspergillus 

oryzae, Penicillium nelicum e Penicillium granulatum  como bons produtores da 

enzima, com resultados de atividade enzimática variando entre 0,13 e 0,16 U/ml. Os 

resultados obtidos nessa pesquisa mostram a importância deste gênero como 

produtor de L-asparaginase, contudo a atividade enzimática, entre os isolados do 

gênero Penicillium que produziram L-asparaginase, foram superiores as citadas 

variando entre 1,05-26,54 U/ml. 

Sarquis et al. (2004) realizaram estudo aprofundado quanto a produção de L-

asparaginase por A. tamarii e A. terreus e observaram um alto valor de atividade (38 

e 58,8 U/L, respectivamente). Balasubramanian et al. (2012) isolaram apenas 

Aspergillus terreus de amostras de solo marinho e mostraram atividade de 9,3 U/ml 

pelo fungo estudado. Soniyamby et al. (2012) e Rani et al. (2011) isolaram espécies 

de  Aspergillus de solo de jardim e relataram a capacidade desses fungos de 
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produzir uma quantidade significativa de enzima L-asparaginase  (3,8 U/ml).  Mishra 

(2006) utilizou resíduo de baixo custo para produção de L-asparaginase por A. niger 

demonstrando ser um isolado e um substrato economicamente atraente com 

produção em condições laboratoriais em torno de 40,21 U/ml. Siddalingeshwara & 

Lingappa (2010) utilizaram alfarroba como substrato e relataram A. terreus KLS2 

como um agente promissor para aplicação industrial, uma vez que houve produção 

de L-asparaginase de 5,63 U/ml. As espécies do gênero Aspergillus tem 

demonstrado ser promissoras na produção desta enzima. Neste estudo dos 14 

isolados testados, 9 apresentaram atividade enzimática variando entre 6,66 a 29,02 

U/ml.  

Imada et al. (1973) testaram diversas espécies de fungos e bactérias e 

destacaram Fusarium, Penicillium e as leveduras Rhodotorula e Candida utilis com 

capacidade extracelular de síntese de L-asparaginase. Hosamani & Kaliwal (2011) 

indicaram Fusarium equiseti (0,14 U/ml) como fungo com melhor capacidade de 

produzir a enzima L-asparaginase após a otimização.  Gupta et al. (2009) isolaram 

Fusarium de solo da rizosfera do mangue e relataram que o isolado foi capaz de 

produzir L- asparaginase. Nesse estudo, F. oxysporum URM 6704 e URM 6815 e o 

seu teleomórfico G. fujikuroi var. fujikuroi URM 6816 também tiveram destaque na 

atividade enzimática, sendo este último um dos que apresentou a maior atividade 

com 26,93 U/ml. 

 

Tabela 2 - Índice enzimático e atividade enzimática de L-asparaginase em meios 

sólido e líquido de fungos endofíticos isolados do cacto Cereus jamacaru.  
URM Espécies fúngicas Índice 

Enzimático 

Atividade de L-

asparaginase 
(U/ml) 

6840 Acremonium bacillisporum  4,84 b 0 h 
6838 Acremonium pteridii  5,99 a 0 h 
6886 Aspergillus flavus 3,11 f 6,66 fgh 
6887 Aspergillus flavus  0 k 0 h 
6872 Aspegillus japonicus  3,88 d 23,37 abc 
6873 Aspergillus japonicus 0 k 0 h 
6870 Aspergillus niger 0 k 0 h 
6871 Aspergillus niger  0 k 0 h 
6869 Aspergillus ochraceus  4,13 c 0 h 
6885 Aspergillus ochraceus  2,00 i 19,63 bcd 
6867 Aspergillus parasiticus 3,14 f 12,50 def 
6868 Aspergillus parasiticus 3,06 f 9,36 efg                       

6866 Aspergillus sydowii  3,66 e 29,02 a                       
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6888 Aspergillus terréus 3,22 f 28,20 a                        
6864 Aspergillus versicolor 2,46 h 11,48 ef                       
6865 Aspergillus versicolor  5,71 b 12,38 def                       
6874 Aureobasidium pullulans 3,60 e 0 h 
6875 Aureobasidium pullulans 0 k 0 h 
6876 Aureobasidium pullulans  1,04 j 0 h 
6881 Candida magnoliae  0 k 0 h                       
6859 Cladosporium cladosporioides   6,75 a 0 h 
6862 Cladosporium 

sphaerospermum  8,09 a 0 h                       
6863 Cladosporium 

sphaerospermum  4,28 c 

15,64 de 

6861 Curvularia lunata  2,99 g 5,23 fgh 
6883 Debaryomyces hansenii 0 k 0 h                       
6704 Fusarium oxysporum  3,76 d 5,38 fgh 
6815 Fusarium oxysporum  3,88 d 16,75 cde                       
6816 Gibberella fujikuroi var. 

fujikuroi   3,73 d 
26,93 ab 

6817 Guinardia bidwellii  0 k 0 h 
6844 Penicillium aurantiogriseum  6,26 a 1,05 h 
6833 Penicillium brevicompactum   4,37 c 26,54 ab 
6831 Penicillium chrysogenum  5,27 b 0 h 
6832 Penicillium chrysogenum  5,27 b 0 h 
6845 Penicillium commume  5,27 b 0 h                       
6847 Penicillium commume  5,32 b 9,27 efg 
6846 Penicillium griseofulvum  3,90 d 0 h 
6843 Penicillium minioluteum  0 k 3,64 gh 
6889 Penicillium minioluteum  0 k 0 h 
6818 Purpureocillium lilacinum  3,78 d 5,95 fgh 
6882 Rhodotorula minuta 0 k 0 h 
6880 Sterigmatomyces elviae  0 k 0 h 
6819 Syncephalastrum racemosum 0 k 0 h 
6823 Trichoderma viride  2,00 i 0 h 
6822 Tritirachium dependens  0 k 0 h 

Teste de Tukey com nível de significância de 5%. As médias seguidas pela mesma 
letra não diferem estatisticamente entre si.  

 

A importância biotecnológica de fungos endofíticos tem sido demonstrada em 

estudos realizados em vários países. Schultz et al. (2002) relataram a importância da 

pesquisa dos metabólitos desses micro-organismos, pois, quando comparados com 

fungos obtidos de outros substratos, relativamente poucos metabólitos tem sido 

isolados. Além disso, 51% das substâncias já estudadas se tratam de compostos 

inéditos obtidos a partir de fungos endofíticos, enquanto que da microbiota do solo e 

outros substratos apenas 38% eram novas. A procura da diversidade fúngica em 
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novos habitats são fatores importantes na busca por produtos naturais e, 

consequentemente, no desenvolvimento de novos fármacos (Siqueira, 2008). 

 

 

CONCLUSÃO 

Este é o primeiro relato de fungos endofíticos isolados de planta de floresta 

tropical seca, com potencialidade biotecnológica para produção de L-asparaginase, 

além de, fornecer informações sobre endófitos que podem ser aplicados na 

engenharia genética com intuito de melhorar e aumentar a produção desta enzima 

anticancerígena. Os fungos endofíticos isolados do cacto Cereus jamacaru possuem 

grande potencial biotecnológico, com capacidade de produzir in vitro a enzima L-

asparaginase. Aspergillus ochraceus URM 6885, A. japonicus URM 6872, A. terreus 

URM 6888, A. sydowii URM 6866, Fusarium oxysporum URM 6815, Gibberella 

fujikuroi var. fujikuroi URM 6816 e Penicillium brevicompactum URM 6833 são os 

fungos endofíticos que possuem maior habilidade para síntese da L-Asparaginase 

em meio líquido e por isso são indicados para estudos mais detalhados de produção 

desta enzima. Este é o primeiro relato da produção de L-asparaginase por A. 

japonicus e A. sydowii. 

 

4 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 O cacto Cereus jamacaru abriga uma micodiversidade até então 

desconhecida e é uma fonte de micro-organismo com capacidade de produzir 

in vitro a enzima anticancerígena L-asparaginase. 

 Aspergillus ochraceus URM 6885, A. japonicus URM 6872, A. terreus URM 

6888, A. sydowii URM 6866, Fusarium oxysporum URM 6815, Gibberella 

fujikuroi var. fujikuroi URM 6816 e Penicillium brevicompactum URM 6833 são 

os fungos endofíticos indicados para estudos mais detalhados de produção 

de L-asparaginase, já que demonstraram maior habilidade para síntese da 

enzima. 

 Este é o primeiro relato de fungos endofíticos isolados de planta de floresta 

tropical seca com potencialidade biotecnológica para produção de L-

asparaginase com interesse farmacológico no tratamento de câncer, sendo a 
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primeira vez que foi observada a produção desta enzima por A. japonicus e A. 

sydowii.   
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