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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) estima que até 2030 sejam previstos 27
milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas vivas, anualmente, convivendo com esta doenga. No Brasil, as estimativas para
o ano de 2012, validas também para o ano de 2013, apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, reforcando a magnitude do problema
do cancer no pais. Apesar da insercdo de novos farmacos na terapia contra o cancer,
varios tumores solidos ainda ndo dispdem de tratamento adequado. Assim, € necessaria
a busca de novas alternativas medicamentosas para melhorar a eficicia do tratamento de
doencas neoplédsicas avancadas. Uma das principais 4reas estudadas atualmente no
mundo é a pesquisa de novos medicamentos com propriedades antitumorais. Micro-
organismos endofiticos podem ser entendidos como aqueles que vivem no interior das
plantas, habitando, suas partes aéreas, como folhas e caules sem causar aparentemente
nenhum dano a seus hospedeiros e conseguem viver nos tecidos internos das plantas e
dispdem de uma riqueza bioquimica ainda ndo muito bem explorada. Os metabdlitos
secundérios sdo compostos de baixo peso molecular, produzidos por fungos endofiticos
em resposta as condicdes ambientais. Esses compostos apresentam potencial aplicacao
como os antibidticos. O objetivo do presente estudo foi avaliar seis géneros da
micoteca/URM quanto a producdo do taxol. Os géneros foram cultivados em meio BD
(Batata Dextrose) por 72 horas em temperatura ambiente seguida de filtracdo a vacuo
para extracdo do DNA. As reagdes de PCR foram realizadas com iniciadores e
condic¢des especificas para a amplificagdo do gene ITS do rDNA. Os produtos do gene
ITS rDNA amplificados foram purificados e sequenciados. Os dados obtidos pelo
sequenciamento do gene ITS rDNA foram analisados e comparados, pelo programas
BLAST. Apés a confirmagao foram realizadas fermentagdes, seguidas da extragdo do
metabdlito secunddrio com acetato de etila. Os extratos foram analisados em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) que mostrou um resultado satisfatdrio
quando correlacionada a técnica Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).
Dessa forma, se faz necessdrio uma continuidade desse estudo para otimizacdo do

processo de fermentagdo e extragao do produto bioativo.

Palavras-chave: Endofitico, ITS, Paclitaxel, CCD e HPLC.



ABSTRACT

The World Health Organization estimates that by 2030 are provided 27 million incident
cases of cancer, 17 million deaths from cancer and 75 million people alive each year
living with this disease. In Brazil, the estimates for the year 2012, also valid for the year
2013 indicate the occurrence of approximately 518,510 new cases of cancer, reinforcing
the magnitude of the cancer problem in the country. Despite the inclusion of new drugs
in cancer therapy, several solid tumors still lack appropriate treatment. Thus, the search
for new medicinal alternative is needed to improve the effectiveness of treatment of
advanced malignancies. One of the main areas currently studied in the world is the
search for new drugs with antitumor properties. Endophytic microorganisms can be
understood as those who live within the plant, dwelling, its aerial parts such as leaves
and stems without apparently causing any damage to their hosts and can live in the
internal tissues of plants and have a biochemical wealth yet very well traveled.
Secondary metabolites are low molecular weight compounds produced by endophytes
in response to environmental conditions. These compounds have potential application as
antibiotics. The aim of this study was to evaluate six genera of mycology collection /
URM for the production of taxol. The genera were cultured in BD (Potato Dextrose) for
72 hours at room temperature followed by vacuum filtration for DNA extraction. PCR
reactions were performed with specific primers and conditions for the gene
amplification of the rDNA ITS. The STI gene amplified rDNA products were purified
and sequenced. The data obtained by sequencing of the ITS rDNA were analyzed and
compared by BLAST programs. After confirming fermentations were performed,
followed by secondary metabolite extraction with ethyl acetate. The extracts were
analyzed by Thin Layer Chromatography, which showed a satisfactory result when
correlated Liquid Chromatography Technical High Efficiency. Thus, if a continuation of
this study to optimize the process of fermentation and extraction of bioactive product is

necessary.

Keywords: endophytic, ITS, Antitumor, Paclitaxel, CCD and HPLC.



L.
2.

SUMARIO

INTRODUGAO ..ot 12
OBJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt et e st enbeenaeeaeenaeens 14
2% B 1o 1< A O X € 15 ¥ USRS 14
2.2 ODbJetivos SPECIIICOS ...eeeruriiiriiiiiiiiiiee ettt 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......covouiiimriimeiieeineesssesssseesssssesssessssessssssssssssees 15
3.1 Historico, formas e aspectos morfoldgicos das espécies associadas a
Producao de Paclitaxel ........coocueeiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 15
3.2 Fungos ENdOfitiCOS .....uiieiuiiiiiiieeiiieeiie ettt 18
3.3 Interac@o Fungo-Planta............ccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicitceeee e 19
3.4  Fungos endofiticos como fonte de produtos bioativos ...........cccccueeerveeereveennee. 20
3.5 O Paclitaxel (TaXOD)..ocoooueeeeiieiiiiieiieeiee et e et eeeeeeean 21
3.6  Mecanismo de agao (USO tErapeutiCO).......ccevueeeriieeniieeniieeiiieeiieeeieeesieee e 22
3.7 A importancia da identificac@o Molecular............cccoceeeviiiiniiiiniiennieenieeeee, 24
3.8 Identificagao do COMPOSLO AIVO....ccccuiiieiiiieeiiieeiieeciee et e 25
MATERIAIS E METODOS .......oooooeiieieeeeeeeeeeeeseeeeeeeesvesesees s eeseseesnes e 26
4.1 MICTO-OTZANISIINIOS ...eeuuveeeirierurierireesiteesieeesstteeatteessteessteeesssaeesaseesssseesnnseesssseesnn 26
4.2 EXtrac@o de DINA ...ttt ettt ettt et 26
4.3 Amplificacdo e purificacdo do gene ITS 1 e 4 por Reacdo em Cadeia da
POlMETase (PCR) ...t e e e e 27
4.4 Screening primdrio da producdo de taxol, por fungo, baseado na amplificacao
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) .........coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeceee 29
4.5 AnAlises dOS dadOS ......cocueeriieiiiiiiiiieenieeeeee e 30
4.6 Obtencao dos extratos da fase OrANICA........ccueeeiieeriiieeriiieeniie et 30
4.7 Extracao do metabolito SECUNAATIO .....eeevvieeiiiieeiiieeiie et 31
4.7.1 Extragao do metabdlito bioativo da massa celular ..........ccccceeeviveerieeenveeenieenns 31
4.7.2 Extragdo de substancias bioativas do liquido metabolico ..........ccooeeeviveeniieennne 32
4.8 Andlise de cromatografia em camada delgada (CCD) .......ccccceveviiiiiiiiiniiennieenne 32
4.9 Andlise de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).........ccccccooveninene 32
RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooiiiieeieeeeeeeeeeeeeee e 33
5.1  Extracdo do DNA ribOSSOMICO ......cccoviiiriieeiiieeiiieeiieeeieeeeieeesaeeeneaee e e e 33
5.2 Amplificacdo do gene ITS 1 € ITS 4 por PCR ......coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 33
5.3 Andlises das sequéncias do gene ITS .......ccoooiiiiiiiiiiiiee e 34

5.4 Analises FIlOZENEtICAS ......ueevuiiieiieeeiie ettt e e see e e eaeeeaae e e 36



5.5 Screening primdrio da producao de taxol, por fungo, baseado em PCR................ 37

5.6.1. Liquido Fermentado (Extracelular) ............ccoocueeiiiiiniiiiniiieiiieeieeeee e 38
5.6.2. Biomassa (INtracelular) ...........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et 39
5.7. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)........ccoovveeviieniiiiiniiieeiie e 40
5.8. Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC) .........cccocoeiviiiiniiiiniiiieeee, 41
6. CONCLUSAOQ ....ovomiiiiiieiieiesise ettt 47
7. REFERENCIAS ..o 48

ANEXOS ..o e e 52



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Ciclo de vida do P. guepinii, agente causador da Mancha 17

FOIAT. ...t
Figura 2 Antagonismo balanceado entre fungo endofitico e planta 19
NOSPEACITA. ....couiiiieiiieeiiie ettt et e e
Figura 3 Estrutura quimica do Taxol............ccocoeiiiiiiiiioiiciiceeeceeeeeee e 20
Figura 4 Espécie vegetal de Taxus bravifolia..................ccccccoevevueevevieceeceeiieeeeneanne. 21
Figura 5 Mecanismo de acao do taxol sobre as células 23
CANCETTZEINAS. .eeeeeuivtieeeeiiieieeeesitteeeeiiteeeesitteeeestteeeeenareeessaaaeesesasaeeesnnnsraeeans
Figura 6 Diagrama esquematico da regido ITS, que inclui o ITS 1, ITS2 e5.8S 24
rDNA e os primer’s universais ITS1 e ITS4........ccoevvviieiiiienieeieee.
Figura 7 Metodologia de cultivo e obtencdo dos extratos brutos para isolamento 31

dos metabdlitos produzidos pelos fungos..........cceeveveeerieeniieeniieeniieeneen,
Figura 8 Extracdo de DNA dos géneros com importancia para producdo de 33

BAXOL ettt
Figura 9 Produto da amplifica¢do do gene ITS, correspondente aregido ITS1- 34

5.8S-ITS2 dos géneros da Micoteca —URM.........ccccceeeviveeniieeniiecieeenee,
Figura 10 Dendrograma construido pelo método ClustalW a partir de fragmentos 36

obtido da regido ITS rDNA dos géneros estudados...........cccccveereuveernnenne
Figura 11 Produto da amplificagdo dos genes ts, dbat e bapt. A: Amplificacdo dos 37/
genes bapt na ordem: 6852, 5552, 5796, 5764, 5628 ¢ 5576. 33
B: Amplificacido dos genes ts na ordem: 5576, 5552, 5796, 6852, 5628 ¢
5764. C: Amplifica¢do dos genes dbat na ordem: 5576, 5628, 5552,
0852, 5704 € 5796.......cooe e
Figura 12 Imagem das cromatografias dos extratos da fermentacdo. Al: 5552 e 40
A2:5628; B1: 5764 € B2: 6852....c.eeiiiiiieieieeieeeeeee e
Figura 13 Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5552, 42
onde A: Corresponde ao produto da fermentacao no 7° dia; B: 14° diae
G 217 At
Figura 14 Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5628, 43
onde A: Corresponde ao produto da fermentacdo no 7° dia; B: 14° dia e

Figura 15 Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5764, 44
onde A: Corresponde ao produto da fermentacdo no 7° dia; B: 14° dia e
G 217 i@t
Figura 16 Verificagdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 6852, 45
onde A: Corresponde ao produto da fermentacdo no 7° dia; B: 14° dia e

Figura 17 Curva padrao do padrdo do taxol com diluicdes seriadas a partir da 46
concentracao de 1mg/mL.........ccooiiviiiiiiiiieneeee e



Tabela
Tabela
Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela
Tabela

LISTA DE TABELAS

Variedade de endofiticos produtores de taxol (antitumoral)......................

Amostras oriundas da Colecdo Micoteca —-UFPEURM..............cccceeenneen.

Componentes das reacdes de amplificacdo dos genes ITS 1 e 4 por

Primers e condi¢cdes de amplificagdao do gene ITS 1 e 4 das amostras
da Micoteca —URM........cociiiiiriiiiiiiieicceeeecece e
Componentes das reacoes de restri¢ao do gene rDNA das linhagens de
Z.mobilis UFPEDA.......cccciiiiiieeeeceeeee e

Primers e condi¢cdes de amplificagdo dos genes ts, bpat e bapt por

Similaridade entre as amostras estudadas e géneros depositadas no
banco de dados Genbank..........ccccceveeriiiiiiiiiiiiien

Peso seco referente ao rendimento dos extratos do liquido fermentado.

Rendimento da Biomassa no processo de fermentacdo dos fungos.........

28

29

30

35

38



12

1. INTRODUCAO

Micro-organismos endofiticos podem ser entendidos como aqueles que vivem no
interior das plantas, habitando, suas partes aéreas, como folhas e caules sem causar
aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. Os fungos endofiticos se diferenciam
dos patogénicos por ndo causar doencas as plantas. Essa classificacdo pode mudar se o
equilibrio entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta sofrer algum tipo de alteracao
(ARAUJO, 1995). A maioria das plantas superiores apresenta colonizacio endofitica.
Estes micro-organismos ja foram encontrados em diferentes habitat’s (TAN & ZOU,
2001).

Acredita-se que existam cerca de 300.000 espécies de plantas em todo o planeta
e espera-se que cada uma abrigue uma variedade de espécies de fungos endofiticos
(GUO et al., 2008). Os micro-organismos endofiticos, em geral, sdo fabricas celulares
para producdo de enzimas e vdarios metabdlitos. Esses metabdlitos produzidos por
fungos tém sido largamente utilizados e tem servido para inspiragdo para farmacos
inovadores (JIANG e NA, 2000). Atualmente as plantas possuem mecanismos
promissores, evolutivamente, € que propiciam uma excelente integracdo no que diz
respeito planta-micro-organismos (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004).

Muitos endofiticos ja foram descritos com potencial para o emprego na
agricultura e a industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica. Metabdlitos
secundérios sdo produzidos quando o crescimento microbiano se encontra na fase
estaciondria, devido ao esgotamento de nutrientes e por isso € causado um estresse ao
micro-organismo e ha um declinio no crescimento. Sdo frequentemente bioativos e de
baixo peso molecular, possui uma extrema importancia médica, por apresentar atividade
antibidtica, antitumorais e importancia farmacéutica, bem como atividades
imunossupressoras e toxicas.

Os genes especificos envolvidos na biossintese dos metabélitos sd@o organizados
em grupos nomeados de Clusters, que incluem além das enzimas chaves, as proteinas
regulatdrias, resistentes a acdo téxicas de outros metabdlitos secunddrios que podem
existir (MARTIN et al., 2005). Na natureza, plantas podem conter micro-organismos
que mimetizam a quimica de sua planta hospedeira, sendo capazes de produzirem o
mesmo produto natural da planta (STROBEL, 2003). O fato de o endofitico produzir

metabolitos tipicos de seu hospedeiro leva a crer que ocorra uma recombinagdo genética
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entre o fungo e a planta (STROBEL, 2003). Em 1993 foi registrado pela primeira vez
um fungo produtor de taxol. A planta que pode ser extraida tem um lento crescimento e
baixa producdo e por isso a importancia dos estudos de Stierle, Strobel e Stierle, onde se
verificou que o fungo endofitico Taxomyces andreanea, encontrado no interior da planta
Taxus brevifolia produzia taxol em maior quantidade, quando produzido em meio semi-
sintético. O taxol é um diterpendide e tem efeito contra o cancer de mama e o ttero.

Alguns trabalhos demonstraram que diferentes espécies de fungos endofiticos
produzem taxol. Alguns fungos realizam hibridizacdo com suas plantas hospedeiras e
dessa forma propiciam uma diversidade genética no proprio fungo. Isso acontece com
Pestalotiopsis microspora e essa espécie estd relacionada com a producdo de taxol
(STROBEL, 2002). Geralmente a identificacdo de fungos se baseia em andlises
morfoldgicas, microscOpica e macroscopica, porém varidncias como hibridizagdo
podem contribuir para que a andlise ndo seja muito confiante e gerar resultados
incorretos. O fato € que alguns pesquisadores nem sempre possuem o conhecimento
especifico para uma andlise profunda e por isso ndo utilizam métodos como o molecular
(HORISA, et al., 2009).

Devido a sua especificidade e sensibilidade a PCR é uma ferramenta molecular
muito importante para identificacdo de fungos. A identificacio molecular a nivel de
espécie tem sido baseada na regido I7S do DNA ribossomico. As regides ITS evoluem
muito rapido e por isso sdo apropriadas a relacionar espécies relacionadas ou até mesmo
variedades de uma mesma espécie. As amostras estudadas nesse trabalho sao oriundas
da micoteca URM/UFPE, fundada em 1954 pelo Prof® Augusto Chaves Batista,
localizada no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB). Quando fundada, todo o acervo era
conservada apenas por 6leo mineral e dgua destilada, mas de acordo com as exigéncias,
foi se adequando a ISO 17025 que prevé a normatizacdo de laboratérios e agora possui
técnicas de liofilizacdo e ultracongelamento (-80°C). A micoteca URM identifica,
fornece e preserva culturas de fungos e por isso, seis diferentes géneros foram
selecionados para verificacdo da producdo de taxol, através de técnicas moleculares
(marcadores especificos) e técnicas que avaliaram a presenca/auséncia (CCD) e a

quantidade (HPLC) do composto em questao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar molecularmente os géneros: Pestalotiopsis guepinii, Nigrospora
sphaerica, Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata, Fusarium solani e

Glomerella cingulata depositados na micoteca da UFPE e avaliar o seu potencial para

producio de taxol.

2.2 Objetivos especificos

<

Comprovar, mediante resultados moleculares, os géneros oriundos da micoteca;
v Investigar nos géneros fungicos selecionados, trés genes especificos para

biossintese do taxol;

v/ Avaliar qualitativa e quantitativamente a produg¢io de taxol nos géneros

estudados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Histérico, formas e aspectos morfologicos das espécies associadas a

producao de Paclitaxel.

Os fungos pertencem a um vasto grupo de organismos com uma alta diversidade
e por isso podem ser encontrados em vdrios nichos ecoldgicos, como nos vegetais,
animais, solo e dgua (ALEXOPOULOS et al., 1996). Segundo Hawksworth (2001) o
reino Fungi possui cerca de 1,5 milhdes de espécies, eles possuem importante papel,
como a manuten¢ao do equilibrio dos ecossistemas através da decomposi¢do de matéria
organica, importancia econdmica para a indudstria alimenticia, farmacéutica e para a
agricultura (MUELLER et al., 2004). Os mesmos apresentam uma importante
associacdo entre fungos-planta e também podem se apresentar como importantes
patégenos de plantas. Esses micro-organismos podem gerar compostos secundarios e
que sdao de suma importincia para a indudstria farmacéutica, como antibidticos,
esterdides, e indmeras outras substancias bioativas que apresentam diversas aplicagcdes
biotecnolégicas (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Ainda sobre esses micro-organismos, hd uma classe que vem sendo bastante
discutida e que deve ser distinguidos dos fungos patogénicos, os endofiticos. Os
endofiticos s@o organismos que sobrevivem em endossimbiose e niao produzem
sintomas de doengas visiveis em seus hospedeiros. Esse termo € utilizado para descrever
a microbiota interna das plantas vivas. Segundo CAO (2012) esses  organismos
podem passar parte ou todo o ciclo de vida colonizando assintomaticamente os tecidos
internos de plantas vivas. Os endofiticos constituem um grupo pouco estudado de
organismos produtores de metabdlitos secunddrios com potencial para serem
empregados na medicina, na agricultura e na industria (STROBEL & DAISY, 2003;
GUO et al., 2008).

O taxol, paclitaxel, ¢ um tipo de metabdlito secunddrio produzido por alguns
fungos que sdo amplamente discutidos na literatura, como os: Colletotrichum
gloeosporioides, Glomerella cingulata, Nigrospora sphaerica, Pestalotiopsis guepinii,
Alternaria alternata e Fusarium solani. O género Colletotrichum foi descrito em 1837 e
compreende vdrias espécies, podendo se enquadrar entre sapréfitas ou patogénicas.
Essas espécies podem ser responsdveis por uma doenga conhecida como antracnose e

podem causar maleficios as plantas. Esse tdxon possui coloracdo muito variada e as
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células podem ser encontradas com ramificacdes laterais do micélio ou agregadas em
conidiomatas (células conidiogénicas) (MENEZES, 2002).

O trabalho de Von arx (1957) explica que em 1898 Stoneman percebeu a
ocorréncia da espécie Gloeosporium, que possui a forma ascégena em antracnose € as
colocou em um novo género, o Gnomoniopsis. O que nao se sabia era que esse nome ja
havia sido ocupado por outro nome em 1892. Entdo Von Schrenk em 1903, mudou a
classificacdo para Glomerella. Logo apds, em 1992, Sutton reorganizou o género
Vermicularia. Mais tarde houve ainda uma nova reorganizagdao, onde cinco novos
nomes foram empregados. Sao eles: Dicladium, Ellisieola, Vermicularia,
Colletotrichum e Gloeosporium. O género Colletotrichum € amplamente distribuido
geograficamente, especialmente em lugares quentes e imidos. Sdo considerados um dos
principais patdgenos mundiais. A caracteristica de patogenicidade € favorecida em altas
temperaturas, entre 22 e 25°C.

Ja a variedade Glomerella cingulata € um grupo de fungos que estdo ligados,
principalmente, a patogenicidade e tem uma ampla ocorréncia em espécies hospedeiras
(CANNON, 2012). Também € conhecido como a forma sexuada da espécie
Colletotrichum gloeosporioides e causa a principal doenca pds-colheita da goiaba, por
exemplo, a chamada antracnose ou mancha-chocolate. Além disso, essa variedade tem
sido frequentemente isolado de endofiticos (DAMM, 2012). Durante a fase assexuada
(mitose), em seu ciclo de vida, as espécies produzem acérvulos dentro do tecido do
hospedeiro, contendo conidios curvados e alongados. A reproducdo sexuada desse
género tem baixa ocorréncia. Taxonomistas sugerem que o nome desse gé€nero seja
mantido o da forma assexuada, que € o mais utilizado (GAZIS, 2011). Segundo Hersh
(2012) a maioria dos membros deste género sdo mal compreendidos em termos de
biologia, patogenia e preferéncia hospedeira.

A espécie Nigrospora sphaerica € um fungo filamento demadcio e é amplamente
distribuido no solo, plantas em decomposi¢do e sementes. Também € considerado um
patégeno por causar uma grave doenca em vegetais, a podriddo radicular vermelha
(PVR). Segundo Sehgal (1978) essa espécie foi isolada a partir de lesdes cutaneas de
um paciente leucémico, sendo essa espécie a mais conhecida desse género. Apesar de
ter sido isolado de amostras clinicas, a sua patogenicidade no homem ainda nao foi
comprovada (FILGUEIRAS et al.,, 2000). O fungo € denominado como deméceo

quando possuem hifas, esporos e blastoconideos pigmentados. A coloragdo esta
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diretamente ligada a presenca de melanina. A espécie Pestalotiopsis guepinii é o
sindbnimo do patégeno Pestalotiopsis maculans e causa a mancha foliar. Esse patégeno
atinge, preferencialmente, arbustos ornamentais e arvores. Apesar de ndo causar a morte
das plantas atacadas, retardam seu crescimento e reduz, significativamente, o seu valor
ornamental. Esse género se caracteriza por formar conidiomas acervuloides que se

formam nas lesdes necréticas do limo foliar (Figura 1).

Figura 1: Ciclo de vida do P. guepinii, agente causador da ManchaFoliar.
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Fonte: TRAPERO, 2003.

A espécie Alternaria alternata também € conhecida como um importante patdgeno
vegetal. Sao ubiquas no ambiente, ou seja, seus esporos espalham-se pelo ar e podem
ser encontradas no solo e na dgua (Weber, 2001). Os esporos podem ser encontrados de
forma simples ou em longas cadeias. Esse micro-organismo pode atacar o estado de
plantula, e provocar desfolhacdo e redu¢cdao dos rendimentos. A doenga se caracteriza
pela producao de manchas e necroses foliares. Esse patogeno tem um amplo circulo de
hospedeiros, podendo causar sintomas em espécies de diversas familias de plantas.

Segundo Luginbuhl (2010) o género Fusarium pertence a um grande grupo de
fungos importantes para a indudstria farmacéutica e tecnoldgica. A espécie Fusarium
solani esta representada por 32 espécies e 18 variedades, € tem como sinonimia
denominada de Fusarium javanicum (INDEX FUNGORUM,2011). Essa espécie foi
descrita pela primeira vez por Von Martius em 1842 com o nome de Fusisporium
solani. Com o tempo a espécie foi mudada para o género Fusarium pelo micologista A.
Saccardo em 1881, e F. solani foi descrito por Snyder e Hansen em 1941, que completa

um amplo campo de espécies distribuidas por todo o mundo que apodrece raizes e
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caules em varias espécie de plantas (LUGINBUHL, 2010). E um fungo patogénico,
responsavel por causar o apodrecimento do caule de ervilha, sindrome da morte subita
da soja, podridao do pé de feijao e podriddao seca de batata (LUGINBUHL, 2010). F.
solani é uma das poucas espécies desse género que sao encontrados no solo, sdo

observados em campos imidos e dreas temperadas.

3.2 Fungos Endofiticos

Os fungos endofiticos foram descobertos por Darnel, na Alemanha, em 1904.
Desde entdo, diversos pesquisadores vem estabelecendo definicdes para melhor
descrever esse termo. Ha vérios relatos de que endofiticos podem se tornar parasitas sob
determinadas condi¢des (SCHULZ; BOYLE, 2005). Porém a maioria dos relatos foi
baseada no conhecimento de que essa classe € defensora das plantas por viver
mutualmente (GRAYER et al., 2001). Os endofiticos se diferem dos patogénicos por
ndo causar nenhuma doenga a planta hospedeira. Segundo Saikkonen (1998) os fungos
endofiticos surgiram a partir dos patogénicos e desenvolveram uma intima relacdo, o
que permitiu uma extensido dos periodos de laténcia e redugdo da viruléncia. H4 uma
vasta variedade desses micro-organismos, por vdrias partes do mundo, responsaveis
pela producdo de metabdlitos secunddrios e que possuem uma intima relacio com

compostos bioativos antitumorais (Tabela 1).

Tabela 1: Variedade de endofiticos produtores de taxol (antitumoral).

Planta Medicinal Atividade
Origem Endofitico . Composto . .
Hospedeira Bioldgica
EUA (2) Taxomyces Taxus brevifolia
andreanae
China Pericona sp. Torreya grandifolia
Australia Pestalotiopsis guepinii ~ Wollemia nobilis
Austrilia Xylaria sp. Wollemia nobilis
Australia Penicilium sp. Wollemia nobilis
Alemanha Pestalotiopsis sp. Taxus baccata . .
Taxol Anticancerigeno
Hungria Pestalotiopsis  sp. Torreya grandifolia
Nepal Pestalotiopsis Taxus wallachiana
microspora
Pestalotiopsis
heterocornis
Venezuela (13)  Stegolerium kukenani Stegolepsis
guianensis

Fonte: SCHULZ et al., 2002.
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E conhecida a grande diversidade de metabélitos secunddrios que sdo
biossintetizados pelos fungos endofiticos e que apresentam rota metabdlica variada.
Existe uma diferenca notdvel em estruturas inéditas e extratos bioativos que sdo
produzidos por endofiticos e os que sdo produzidos por fungos do solo. Isso se deve
pelo favorecimento da interacdo simbiontica (SCHULZ et al.,, 2002); e modo de

transmissao de fungos endofiticos.

3.3 Interacao Fungo-Planta

A estreita relagdo entre fungo endofitico-planta hospedeira € caracterizada pelo
equilibrio entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta (Figura 2). Esse equilibrio
pode sofrer alteragdes quando o hospedeiro sofre algum tipo de stress ou mudangas
fisioldgicas em alguns organismos envolvidos. Perturbacdao nesse balango resulta no

desenvolvimento de doengas.
Figura 2: Antagonismo balanceado entre fungo endofitico e plantahospedeira.
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A figura 2 mostra a possibilidade de um mutualismo-antagonismos. Isso pode ser
verificado através da liberagao de metabdlitos téxicos produzidos pelos fungos contra a
planta. O objetivo é que o equilibrio entre a interagdo endofitico-hospedeiro se
mantenha e dessa forma ndo desenvolva de doencgas. Se esse equilibrio for quebrado a
favor do fungo, o endofitico passa a ser patogénico. Segundo Saikkonen (1998), a
relacdo de simbiose estabelecida entre o fungo e a planta hospedeira pode variar de

comensalismo a mutualismo, e mesmo, parasitismo. Esses limites irdo variar de acordo
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com o equilibrio entre a defesa da planta e os nutrientes que os endofiticos necessitam.
O endofitico proporciona a planta resisténcia contra herbivoros, a patégenos e a
estresses abidticos, ou ainda, pode potencializar a sua capacidade competitiva pela
producdo de determinados metabolitos, além da producido de hormonios de crescimento;

enquanto os endofiticos recebem protecao e alimentos (STROBEL, 2003).

3.4 Fungos endofiticos como fonte de produtos bioativos

Os produtos naturais sdo em sua maioria compostos de baixo peso molecular, esses
sao produzidos em resposta a condi¢cdes ambientais. Segundo Vieira (2008) esses
metabolitos ndo sdo essenciais para crescimento e sa0 compostos com uma bioquimica
particular, pois apresentam peculiaridades quanto a sua estrutura. Percebe-se que essas
alteracdes sé aparecem quando os micro-organismos passam por um stress hidrico, de
nutrientes, salinidade e etc (STROBEL et al., 2005). Segundo Stone (2000) nao é
possivel promover essas mesmas modificacdes em laboratério, pois fatores como
temperatura, composi¢do do meio, podem interferir na qualidade e na quantidade de
produto. Segundo Carlile et al., 1997, a producdo de metabdlitos secunddrios siao
produzidos durante a fase estaciondria, quando os nutrientes sdo esgotados e o
crescimento sofre um declinio. Em algumas espécies de fungos sdo observadas algumas
modifica¢do, como a hibridizacdo de endofitico e sua planta hospedeira, o que confere
uma diversidade genética e com isso a formacdo de novos compostos bioativos

(Saikkonen et al., 1998). Esse mecanismo é observado no género Pestalotiopsis

(STROBEL, 2002) e esta relacionado com a produgao de taxol (Figura 3).

Figura 3: Estrutura quimica do Taxol.

Fonte: STROBEL, 2003
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O taxol é um composto antitumoral encontrado em arvores de lento crescimento
e por isso deve-se levar em conta a importancia da producao desse composto como

metabodlito secundario.

3.5 O Paclitaxel (Taxol)

O paclitaxel € obtido a partir de espécies vegetais de Taxus brevifolia (Figura 4).
E um diterpeno com intensa atividade antitumoral por causa de seu modo tnico de agdo
sobre o sistema de células de microtibulos. Devido a enorme dificuldade associada a
obtencdo de plantas que crescem na natureza, culturas de células vegetais sdo
consideradas a abordagem mais favordvel e ambientalmente sustentdvel para a sua
producdo a nivel industrial. Outros autores comprovaram que outros géneros de fungos
endofiticos de outras espécies de plantas também sdo capazes de produzirem taxol e
outros compostos de importancia biolégica e por isso verifica-se que do ponto de vista
ecoldgico e biotecnoldgico que essa descoberta é de extrema importancia, uma vez que
o taxol era extraido apenas de casca da planta, onde eram necessdrios cascas de mais de
1000 arvores, cada uma com idade de maturacao considerdvel, para se obter um 1 kg de
Taxol, fato que quase levou a extin¢do desta importante planta medicinal (STINSON,

2003).

Figura 4: Espécie vegetal de Taxus bravifolia.

Fonte: Google.com/imagens
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O interesse pelo taxol foi intenso a partir dos anos 80, quando vérios grupos de
pesquisa passaram a tentar viabilizar metodologias sintéticas para sua obten¢do em
maior escala. O taxol e seu andlogo taxotere possuem duas subunidades estruturais
distintas: uma subunidade central, com vérios centros estereogénicos caracteriza o
esqueleto fundamental taxanico e outra representada pela cadeia lateral composta de um
amino-acido a-hidroxilado esterificando uma hidroxila secunddria do esqueleto central,
com apenas dois centros estereogénicos. A sintese total do taxol € um desafio para os
quimicos, devido a complexidade da molécula. A sintese quimica total sé é vidvel
quando o composto de interesse possui estrutura simples, com nenhum ou poucos
centros quirais. As reservas naturais, as vezes, sao a Unica op¢ao para compostos como
o taxol. Sendo que essa reserva ndo € inesgotdvel e por isso seu extrativismo tem

consequéncias nefastas.

3.6 Mecanismo de acio (Uso terapéutico)

A principal aplicag¢do do paclitaxel € o uso terapéutico e o funcionamento se da pela
inibicdo da replicacao celular, uma vez que se liga especificamente a subunidade beta-
tubulina dos micotubulos e fixa-os. Esse composto induz a apoptose das células com a
proteina inibidora da apoptose BCL-2 das células mitéticas (Figura 5). Quando existem
células cancerigenas, essa divisao ocorre de forma desordenada e descontrolada. E nesse
momento que o Taxol € importante, pois ele age na célula defeituosa impedindo a
mitose. O semi-sintético do taxol, o paclitaxel, estd ganhando cada vez mais espaco em
tratamento de tumores, como: mama, pulmao, ovérios, c6lon, cabeca e pescoco. Mesmo
ja tendo uma imensa aceitacdo em tratamentos de tumores, o taxol ainda ndo é
largamente utilizado devido ao alto valor comercial (STROBEL et al., 1996). Esse
composto € muito eficaz, porém apresenta alguns efeitos colaterais como: alergias na
pele, cardiotoxicidade e alteracOes nas funcdes do figado. No final de 1989, o grupo
americano de Robert Holton desenvolveu uma rota para o taxol semi-sintético, com
rendimento duas vezes maior que o processo anterior. Em 1992, Holton patenteou um
processo melhorado com um rendimento de 80% e comecou a fabricar paclitaxel, na

Irlanda, a partir do 10-deacetilbacatina, isolada do Teixo europeu.
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Figura 5: Mecanismo de acdo do taxol sobre as célulascancerigenas.
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A producdo de paclitaxel usa células de Taxus que crescem em meio aquoso, em
grandes tanques de fermentacdo. O taxol € extraido diretamente, purificado por
cromatografia e isolado por cristalizagdo. Comparada com a semi-sintese, 0 processo

reduz a quantidade de reagentes e requer bem menos energia.
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3.7 A importancia da identificacao Molecular

Uma alternativa para a identificacdo e diferenciagdo de espécies de Micro-
organismos em geral € com o uso de PCR. A utilizacdo de primer’s especificos para
determinadas regides garantem uma identificacdo altamente confidvel. As regides ITS
(Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomal sdo regides conservadas do DNA
capazes de auxiliar no estabelecimento de relagdes filogenéticas e distincao de espécies
(CHEN et al., 2004). A identificacao de micro-organismos, em especial os fungos, tem
sido realizada por meio de regides ITS que fornecem a possibilidade da identificacdo de
géneros dos mesmos, pela amplificacdo e sequenciamento desses isolados confrontados
com banco de dados (AZEVEDO et al., 2002), possibilitando sua utiliza¢ao futura em
processos biotecnoldgicos. Devido a sua especificidade e sensibilidade a PCR é um
método importante e bastante utilizado para identificagao de fungos. A identificacdo a
nivel molecular, muitas vezes, se di pelo uso da regido ITS do DNA ribossdomico. O
DNA que codifica para o RNA ribossomal apresenta-se como um Cluster génico, onde

se encontra os genes 18S, 5.8S e o 28S (Figura 6).

Figura 6: Diagrama esquemadtico da regido ITS, que inclui o ITS 1, ITS2 ¢5.8S rDNA e os primer’s
universais ITS1 eITS4.
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Fonte: HORISA et al, 2009.
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3.8 Identificacao do composto alvo

Mesmo com todos os avangos tecnoldgicos de equipamentos que possuem métodos
robdticos e automatizados, a identificacdo do composto alvo ainda é um grande desafio.
Isso por que, deve haver uma forte interagdo entre a quimica e a biologia e vice-versa,
ou seja, uma relacdo multidisciplinar. Nos ultimos anos a sensibilidade dos aparelhos
aumentou e com isso a possibilidade da elucidacdo de novos compostos vem
aumentando consideravelmente. No inicio do século 21 as técnicas cromatograficas de
isolamento passaram por um grande progresso, equipamentos como LC-MS e HPLC-
UV-VIS foram e continuam sendo elementos vidveis para a caracterizagdo de novos
metabdlitos (BEDYS, 2005).

Dessa forma, o interesse de produtos produzidos por micro-organismos vem
crescendo exponencialmente por seu uma fonte ecologicamente correta (PUPO;

GALLO, 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizados seis géneros, previamente obtidas de diferentes fontes, locais e
ano de isolamento, depositados na Micoteca do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco, UFPEURM (Tabela 2) (SOUZA et al.,2007).
Todas as amostras foram mantidas liofilizadas e/ou em 6leo mineral. Para a execugao
deste presente estudo, as amostras foram reativadas em meio padrao BDA (Batata

Dextrose Agar); Repicados continuos a cada 15 dias.

Tabela 2: Amostras oriundas da Colecdo Micoteca - URM

MICOTECA -URM AMOSTRAS FONTE DR
ISOLAMENTO
URM 5576 Pestalotiopsis guepinii Agua
Indigofera suffruticosa
URM 5628 Nigrospora shaerica vulgarmente conhecida
como anil.
Folha da planta
URM 6852 Colletotrichum gloeosporioides medicinal Plantago
_major l.
URM 55552 Alternaria alternata Endofitico do caule de
Lippia sidoides
URM 5796 Fusarium solani Solo
URM 5764 Glomerella cingulata Folhas do feijao
4.2 Extracao de DNA

Para a extracdo do DNA total foi utilizado o método padraio CTAB ou CTAB
com modificac¢des e variagcdes do método original, descrito por Dellaporta et al., (1983).
As amostras foram cultivadas em erlenmeyer de 250 mL, contendo 75 mL meio padrao
BD (Batata Dextrose) e incubadas a temperatura ambiente, de forma imoével. Apds 72
horas, as amostras foram submetidas a um sistema de filtracdo a vicuo para separacao
do meio de cultura e da biomassa. O meio de cultura foi descartado e a biomassa
separada em papel filtro qualitativo.

Cerca de 3g de biomassa foi colocada em microtubos contendo microesferas de
vidro com 700 uL de tampao de extracio CTAB 2x (Pré-aquecido a 65°C) e submetido
ao Fastprep -24, responsdvel pela maceracdo das amostras. Em seguida, as amostras
foram incubadas em banho- maria a 65°C por 40 minutos e agitadas em intervalos de 10

minutos. Apds a incubagdo, retirou-se a amostra e aguardou-se chegar em temperatura
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ambiente. Em seguida foram adicionados 600 uL de CIA (Cloroférmio — Alcool
Isoamilico) e homogeneizado por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas p6 10
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 600
UL de CIA e novamente foi centrifugado nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi
descartado e em seguida foi adicionado Isopropanol gelado na proporcdo de 1:1 e
resfriou a -20°C por periodo de 30 minutos. Logo apds, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 800 xg. O dlcool foi descartado e adicionou 800 UL de etanol 70% e
homogeneizado por 2 minutos. Novamente as amostras foram centrifugadas, por 2
minutos a 6.000 xg. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Depois de
centrifugadas, as amostras foram secadas em temperatura ambiente. Em seguida foram
ressuspendidas em 40 pl. de TE+RNAse , incubadas em banho-maria a 37°C por 30
minutos e estocadas a -20°C.

Para avaliar a qualidade do DNA extraido, foi retirado 1uLL de cada amostra, o
qual foi misturado a 3u L de tampao (glicose a 15%, azul de bromofenol a 0,25%) e 1u L
do corante SYBR Green. Essa mistura foi aplicada em gel de agarose 1%, em tampao de
corrida TBE 0,5x. Apds a corrida, o gel foi observado em transiluminador de luz

ultravioleta e foto-documentado.

4.3 Amplificacao e purificacio do gene ITS 1 e 4 por Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Os genes ITS 1 e 4 (ITS1-5.8S-ITS2 rDNA) foi amplificado utilizando os
oligonucleotideos iniciadores: ITS1: (5 - TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’) e ITS4:
(5 = TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) (Xiong et al.,2013).

A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL contendo
tampao 10X, dNTPs (10mM.), MgCI2 (50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/u L),
iniciadores (20pmol/cada) e 5 uLL da amostra de DNA (Tabela 3). As reacdes foram
realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler — BioRad), programado com um
ciclo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos, cada ciclo consistindo de uma
etapa de desnaturacao (95°C por 30 segundos), uma etapa de anelamento (62°C por 60
segundos) e uma etapa de extensdo (72°C por 2 minutos) e, por fim, uma etapa de

extensao final a 72°C por 5 minutos (Tabela 4).
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Ap06s o processo de amplificagdo, cada reacdo foi avaliada por eletroforese. Para
isso, foram adicionados as reacdes: 3 pul. de tampao de amostra e 1 uL. de SYBR Green
e 5 ul da amostra amplificada. Essa mistura foi aplicada em gel de agarose a 1,2%, em
tampao de corrida TBE 0,5x, utilizando como marcador DNA Ladder 100 pb

(Invitrogen). Em seguida, o gel foi observado em transiluminador de luz ultravioleta e

foto-documentado.

Tabela 3: Componentes das reacdes de amplificacdo dos genes ITS 1 e 4 por PCR.

Reagentes Volume para uma Reacao Concentracao Final
_ (uL)
Agua Mili Q 13,3 -
Tampao de reagcdo 2,5 1x
MgCl, L5 2mM
dNTP 0,5 0,2mM
Primer forward 1,0 0,4uM
Primer reverse 1,0 0,4uM
DNA molde 5,0 25ng
Taq polimerase 0,2 0,04u
Total 25 -

Os produtos do gene ITS 1 e 4 rDNA amplificados foram purificados, seguindo o
protocolo do kit de purificagdo PureLink (Invitrogen) e em seguida sequenciados em

seqiienciador automatico de DNA ABI 3100 no LabCen.

Tabela 4: Primers e condi¢des de amplificagdo do gene ITS 1 e 4 das amostras da Micoteca —-URM.

Gene Primers Sequéncias Condicoes

5 min A 95°C, 30X
(30S A 95°C; 60S A
62°C; 2 min A 72°C)
ITS 4 5’ = TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ e 5 min A 72°C

ITS 1 5" - TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’
ITS rDNA
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4.4 Screening primario da producao de taxol, por fungo, baseado na amplificacao

Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

O screening foi realizado com trés sequéncias conservadas de genes chaves
envolvidos na biossintese do taxol. Os primers utilizados foram ts (envolvido na
formacdo do esqueleto de taxano), dbat (envolvido na formacao de bacatina III), e Bapt
(envolvido na formagdo da cadeia lateral em C13 fenilpropanoil) (Tabela 4). As
sequéncias foram sintetizadas pela Integrated DNA Technologies (Coralville, IOWA).
A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final de 25 uL. contendo tampao
10X, dNTPs (10mM.), MgCl2 (50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/u L), iniciadores
(20pmol/cada) e 5 uLL da amostra de DNA (Tabela 5).

Tabela 5: Primers e condi¢cdes de amplificacdo dos genes ts, dbat e bapt por PCR.

. Seguéncias
Gene Primers 1 Condicoes
& -=-3)
CAAACCCATGTCGAATTGAGAAG
ts—F 5 min A 94°C, 30X
ts-R CAAGTTTGCATACACTCTGGAATCT
s (30S A 94°C; 458 A
MARCADORES . ‘ ]
GGGAGGGTGCTCTGTTTG 57°C; I min A 72°C) E
dbat —F 5 min A 72°C
dbat -R GTTACCTGAACCACCAGAGG
CCTCTCTCCGCCATTGACAA
bapt — F
bapt -R TCGCCATCTCTGCCATACTT

As reagdes foram realizadas em termociclador (C1000 Thermal Cycler —
BioRad), programado com um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos,
cada ciclo consistindo de uma etapa de desnaturacio (94°C por 30 segundos), uma etapa
de anelamento (57°C por 45 segundos) e uma etapa de extensao (72°C por 1 minutos) e,
por fim, uma etapa de extensdo final a 72°C por 5 minutos (Tabela 6). As amostras
foram selecionadas através da amplificagdo do gene ts, depois pelo gene bapt e por fim,
o gene dbat. A amplificacdo da PCR foi realizada de acordo com Xiong et al., (2013).

Ap6s o processo de amplificagdo, cada reacdo foi avaliada por eletroforese. Paraisso,
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foram adicionados as reagdes: 3 pL de tampdo de amostra e 1 uL. de SYBR Green e 5 pl
da amostra amplificada. Essa mistura foi aplicada em gel de agarose a 1,2%, em tampao
de corrida TBE 0,5x, utilizando como marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Em

seguida, o gel foi observado em transiluminador de luz ultravioleta e foto-documentado.

Tabela 6: Componentes das reacdes de amplificacdo dos genes ts, bpat e bapt por PCR.

Reagentes Volume para uma Reacao (1LL) Concentracao Final
Agua Mili Q 13,5
Tampdo de reacdo 2,2 1x
MgCl, 2,2 2mM
dNTP 0,9 0,2mM
Primer forward 0,5 0,4uM
Primer reverse 0,5 0,4uM
DNA molde 5,0 100ng
Taq polimerase 0,2 0,04u
Total 25

4.5 Analises dos dados

As sequéncias do gene ITS 1 e 4 rDNA das amostras obtidas foram comparadas
com outras sequéncias depositadas no banco de dados Genbank do NCBI usando a

ferramenta BLAST  (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A qualidade do

sequenciamento foi analisada com o auxilio dos programas Pregap4 4.0 e Gap4 4.0 que

fazem parte do Staden.

4.6 Obtencao dos extratos da fase organica

Para a obten¢ao do pré-inéculo, os fungos foram cultivados em placas de petri
em meio sélido BDA por sete dias a temperatura ambiente. Em seguida foram feitos
blocos de circunferéncia 6mm e seis desses blocos foram transferidos para erlenmeyers
com capacidade de 2L contendo 500 mL de meio liquido BD suplementado (Anexo A).
Em seguida foram cultivados a 28°C sob agitacao de 160 rpm por 21 dias. As amostras
foram feitas em triplicata e a cada 7 dias um erlenmeyer de cada espécie foi retirado

(SOUZA et al., 2004; CAFEU, 2007).
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4.7 Extracao do metabélito secundario

Figura 7: Metodologia de cultivo e obtencdo dos extratos brutos para isolamento dos metabélitos

produzidos pelos fungos.

EE;
Cultivo do fungo m
em meio liguido

21 dias; 28°C

FiltracZo

Fungos
(BDA)
7 Dias; 28°C

l N ] [ Filtrado
Micelio

AcOEL (3 x ¥ volume do cultivo);
Evaporag8o do solvente

Extrato Bruto
AcOEt
Extratos
Rotoevaporados

Metodos

Cromatograficos
l CCD I | HPLC I

Ao final de cada tempo, ou seja, nos tempos de 7, 14 e 21 dias as amostras foram

filtradas para separagao do liquido fermentado e biomassa (Figura 7).

4.7.1 Extracao do metabdlito bioativo da massa celular

A massa celular foi tratada com acetato de etila para extracao do principio
bioativo. A cada 1 g de peso imido da massa celular foram adicionados 10 mL de
acetato de etila e colocados sob agitacdo por 20 minutos a 180rpm para desidratacdo da
biomassa e extracdo dos metabdlitos bioativos intracelulares. Em seguida, foi

centrifugado, a fim de separar a fase liquida, extrato do solvente, da fase solida.
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4.7.2 Extracao de substancias bioativas do liquido metabdlico

Para a extracdo do liquido metabdlito foi adicionado acetato de etila na
proporc¢do de 2:1 (v/v), para a extracdo do principio bioativo, os quais foram submetidos
a agitacao de 180 rmp por 30 minutos. Apds este processo, a fase aquosa formada pelo
liquido metabdlico esgotado e a fase organica contendo o solvente com o produto
bioativo, foram separados através de um funil de separacdo por densidade. Os extratos

brutos obtidos foram pesados em balanca analitica e armazenados em freezer a -20°C.

4.8 Analise de cromatografia em camada delgada (CCD)

De acordo com o screening molecular, quatro, das seis amostras apresentaram
pelo menos dois genes para relacionado com a produgdo do taxol. Para verificagdo da
producdo de taxanos pelos fungos 5552, 5628, 5764 e 6852 foi realizada uma triagem
dos extratos do liquido metabdlico por cromatografia em camada delgada em camara
saturada utilizando placas de aluminio com 0,25 mm de gel de silica 60 UV254nm
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). O padrdo do paclitaxel (Cayman Chemical) foi
dissolvido em metanol, e os reagentes de Liebermann-Burchard, anisaldeido- HoSO4 e
vanilina sulfirica como reveladores quimicos. O sistema de eluicdo usado foi

cloroférmio-acetonitrila (7:3 v/v).

4.9 Analise de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada no Centro de tecnologias
estratégicas do Nordeste (CETENE), de acordo com o protocolo de Gangadevi et al.
2007. Os extratos dos fungos foram analisados pela fase reversa de um HPLC analitico
Alliance €2695, usando uma coluna RP-C18 de modelo Sunfire, Waters, cujas
dimensdes 4.6 x 150 mm e fase mével Metanol/Acetonitrila/Agua na proporcio
25:35:40, foi utiliza uma vazao de 0.8 mL/min e temperatura de 37°C e volume da
injecdo 20uL com deteccdo U.V. Photodiode Array (PDA) Detector, 2998, Waters. As
amostras e a fase mével foram filtradas em filtros microporos com 0,22um. Para a
identificac¢do do taxol, foi utilizado um método IM 4UV TAX ACN MET H20 linha A

num cumprimento de onda de 232nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao do DNA ribossomico

A metodologia utilizada para a extracdo de DNA total dos géneros de fungos
estudados mostrou-se eficiente para o isolamento do DNA de todas as amostras,
como pode ser observado na figura 8. A concentracdo de DNA foi mensurada pelo
equipamento NanoDrop 2000c. O Nanodrop € preciso e faz a medida na escala

ng/uL, o equipamento mostra se hd contaminacdo com dcidos nucleicos e proteinas.

Figura 8: Extracdo de DNA dos géneros com importancia para producdo de taxol, Micoteca-URM.
1: Pestalotiopsis guepinii; 2: Nigrospora sphaerica; 3: Colletotrichum gloeosporioides; 4:
Alternaria alternata; 5: Fusarium solani; 6: Glomerella cingulata.

5.2 Amplificacio do gene ITS 1 e ITS 4 por PCR.

Os produtos da amplificagdo do gene ITS 1 e ITS 4 rDNA dos diferentes géneros
apresentaram um peso molecular de aproximadamente 600 pares de bases, (Figura 9). O
tamanho dos fragmentos obtidos estd de acordo com os fragmentos da amplificagdo para

esses, descrito na literatura.
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Figura 9: Produto da amplificagdo do gene ITS, correspondente a regido ITS1-5.8S-ITS2 dos gé€neros
da Micoteca —URM. M: Marcador DNA Ladder 100 pb; 1: Colletotrichum gloeosporioides; 2:
Glomerella cingulata 3: Alternaria alternata; 4: Fusarium solani; 5: Pestalotiopsis guepinii; 6:

Nigrospora sphaerica.

600 pb

5.3 Analises das sequéncias do gene ITS

De acordo com Stackebrant e Goebel (1994), para considerar que isolados
pertencem a diferentes espécies € necessdrio que ela possua uma homologia na
sequéncia do gene ITS rDNA menor que 97%. As sequéncias do gene ITS rDNA
obtidas no presente estudo apresentaram homologia igual ou maior que 99% (Tabela 7)
sugerindo confiabilidade do método de sequenciamento em comparacdo com o método
fisiolégico e bioquimico realizado pela Micoteca — URM -UFPE. Atualmente a
identificacdo dos micro-organismos da Micoteca vem sendo fisioldgica, morfologica e
andlise de metabdlitos secunddrios, porém ndo € satisfatéria devida as alteragdes
taxondmicas de alguns géneros de fungos, como Aspergillus, Cladosporium,

Colletotrichum, Fusarium, Penicillium e Trichoderma (Micoteca—URM).



Tabela 7: Similaridade entre as amostras estudadas e géneros depositadas no banco de dados Genbank.
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Fungo Fonte/Ano Similaridade (%) Espécie Similar
Pestalotiopsis sp.
99%
URM 5576 .
Agua/2007
Pestalotiopsis guepinii
Pestalotiopsis microspora strain
LK1
99%
Lasiodiplodia sp.
URM 5628 Indigofera suffruticosa vulgarmente 99%
Nigrospora sphaerica conhecida como anil/2007
99% Lasiodiplodia theobromae
Glomerella sp.
URM 6852 Folha da planta medicinal Plantago 99%
Colletotrichum gloeosporioides major /2012 99% Colletotrichum glocosporioides
Alternaria alternata
URM 5552 Endofitico do caule de Lippia 99%
Alternaria alternata sidoides/2007
99%
Alternaria brassicae
Fusarium solani
URM 5796 100%
So0lo/2008
Fusarium solani
99%
Fusarium sp.
Glomerella cingulata
URM 5764 99%
Folhas de Feijao/2008
Glomerella cingulata
100%

Colletotrichum gloeosporioides
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5.4 Analises Filogenéticas

A partir das sequéncias de ITS1 e ITS4 dos géneros da Micoteca —URM
previamente depositadas no GenBank, foi gerado um dendograma pelo programa
ClustalW. A amplificagdo do locus ITS1-5.8s—-ITS2 do DNA gerou apenas um

fragmento de aproximadamente 600-pb para todas as seis espécies estudadas.

Figura 10: Dendrograma construido pelo método ClustalW a partir de fragmentos obtido da regido ITS
rDNA dos géneros estudados.

4|7—G|Omerella Cingulata
Colletotrichum gloeosporioides
Fusarium solani

Pestalotiopsis guepinii
Nigrospora sphaerica

Altermaria alternata

0.05

O dendrograma obtido pela andlise de agrupamentos com os primers I7S 1 e ITS
4 selecionados (Figura 10) evidenciou proximidade genética, refletida em ndmeros de
agrupamentos, suficientes para discriminar toda as espécies e sua similaridade. Quatro
grupos distintos foram delineados apresentando fragmentos comuns entre eles. O
primeiro grupo € composto por duas espécies Glomerella cingulata e Colletotrichum
gloesporioides as quais apresentam uma aproximacdo com o segundo grupo, onde se
encontra a espécie Fisarium solane; no terceiro grupo se encontram as espécies com
similaridade de quase 100%, Pestalotiopsis guepinii e Nigrospora sphaeria e o quarto
grupo podemos encontrar a espécie Alternaria alternaria que possui mais aproximacao
com o terceiro grupo e uma distancia significativa com o primeiro grupo.

Virios pesquisadores utilizaram o método de ITS para analisar patogenicidade e
caracteristica morfoldgicas. Moriwak et al. (2003), com a finalidade de comparar
caracteristicas morfolégicas (baseados em van Arx 1957) com o marcador molecular
ITS1, analisaram espécies do género Colletotrichum, incluindo C. gloeosporioides, e
propds uma nova espécie C. boninense. Vinnere et al. (2002), por andlise da regido

ITS1-5.8s-ITS2, também conseguiram distinguir as espécies de C. acuntatum, C.
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gloeosporioides e C. dematium, entre isolados identificados da forma cldssica como

sendo C. gloeosporioides.

5.5 Screening primario da producao de taxol, por fungo, baseado em PCR

Apenas a espécie 6852 depositada na micoteca URM/UFPE apresentou os genes
ts, bapt e dbat na amplificacdo. J4 a 5764 apresentou 0s genes ts € bapt e o 5628
apresentou os genes dbat e bapt. Os genes ts e dbat sdo essenciais para a biossintese do
taxol (XIONG, Z., 2013). Esses resultados demonstram que esses géneros sdo capazes
de produzir as enzimas necessarias para a rota metabdlica da producao do taxol (Figura
11). Para as demais espécies ndo foi observado amplificacdo desses genes. O screening
molecular € considerado um método rapido e eficiente, porém deve estar associado a um
screening tradicional, que se baseia na produg¢do de um composto para posterior
quantificagdo e indicativo da presenga do mesmo, pois a nivel de DNA ndo se pode
afirmar que a presenca do gene estd ligado a sua expressdo (XIONG, Z. et al, 2013).
Atualmente apenas os marcadores fs, bapt e dbat sdo usados com marcadores
moleculares para o rastreamento primario de taxol por micro-organismos (ZHOU. X. et

al, 2007).

Figura 11: Produto da amplificacdo dos genes ts, dbat e bapt. A: Amplificacdo dos genes dbat na ordem:
5576, 5628, 5552, 6852, 5764 € 5796 B:Amplificacdo dos genes ts na ordem: 5576, 5552, 5796, 6852, 5628
e 5764. C: Amplificagdo dos genes bapt na ordem: 6852, 5552, 5796, 5764, 5628 €5576.
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5.6. Extratos na fase organica

5.6.1. Liquido Fermentado (Extracelular)

Na tabela 8 observa-se o rendimento do peso seco do extrato liquido fermentado
correspondente a cada género. O isolado 5764 foi o que apresentou o rendimento mais

elevado frente a amostra 6852 que apresentou o menos rendimento.

Tabela 8: Peso seco referente ao rendimento dos extratos do liquido fermentado.

Rendimento (mg)

Fungo em AcOEt Peso seco

153 mg
147 mg
150 mg
182 mg
161 mg
164 mg
93 mg

5552

5764

5628 87 mg

88 mg
78 mg
6852 65 mg

71 mg
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5.6.2. Biomassa (Intracelular)

Em relacdo ao rendimento da biomassa (Tabela 9), foi observado um valor muito
baixo, ndo sendo vidvel a realizacdo da andlise do CCD e do HPLC. Diferentemente do
observado no liquido fermentado onde foi possivel realizar os testes com a concentracao
de Img/mL em todas as amostras. Mesmo com a sensibilidade do equipamento HPLC,
se faz necessario uma quantidade de no minimo 2 mg, pois o uso total de extrato bruto é

de 2mg em 4mL de solvente.

Tabela 9: Rendimento da Biomassa no processo de fermentagdo dosfungos.

Fungo em Rendimento Rendimento (mg) —

AcOEt (Biomassa) Peso__seco Rendimento (%)
5552 4000 mg 0,5 mg 0,125%
5764 3000 mg 0,3 mg 0,010%
5628 3000 mg 0,5 mg 0,016%

6852 4000 mg 1 mg 0,025%
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5.7. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Em nenhum dos extratos avaliados foi possivel a identificacdo de paclitaxel
nestas condi¢cdes experimentais. Apds revelagdo com os trés reagentes utilizados, sendo
eles: Liebermann-Burchard, Anisaldeido-H2SO4 e Vanilina sulfurica (Anexo B, C e D),
0 mesmo apresentou coloracao azul escura, quase negra, com Rf 0,4. Porém na figura
12 se observa uma aproximacgdo do padrio (P) com a amostra 5628 (A)(1). Essa
aproximacao foi confirmada com o uso da técnica de HPLC que mostrou que a amostra
5628 (A)(1) realmente possui, em baixa quantidade, o paclitaxel de acordo com o
padrao adquirido. Dessa forma, verifica-se a importancia de otimizar o processo de
fermentacdo dessa amostra. As amostras foram ressuspensas em metanol para a

aplicagdo na placa de aluminio.

Figura 12: Imagem das cromatografias dos extratos da fermentacdo. Al: 5552 e A2: 5628; B1: 5764 ¢
B2: 6852.
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5.8. Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Na andlise de HPLC a espécie 5628 (Figura 13) apresentou um tempo de
retencdo muito proximo ao padrdo nos trés tempos, 7, 14 e 21 dias, o que sugere que
nessa determinada espécie houve a deteccdo do taxol, porém o equipamento ndo foi
capaz de quantificar devido a baixa concentracdo do paclitaxel na amostra, ou seja,
abaixo da faixa de quantificacdo do equipamento. A impureza das amostras também
pode influenciar na faixa de quantificacdo do equipamento. Portanto, para a espécie
5628 fica evidente que se faz necessdrio uma otimizacdo na fermentacido para oferecer
melhores condi¢cdes para uma maior produg¢do do metabdlito de interesse. Na cepa 6852
(Figura 14) nao houve deteccdo de taxol, porém nas espécies 5764 e 5552 houve
deteccao, ambas no 7° dia. Assim como a cepa 5628, as cepas 5764 e 5552 (Figura 15 e
16) ndo foram quantificadas pelo equipamento que estava com uma curva de calibragio
(Figura 17) de dez pontos, ou seja, 10 dilui¢des. A primeira concentracdo do padrdo foi

de Img/mL e os demais pontos foram obtidos através de uma dilui¢do seriada.
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Figura 13: Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5628, onde A: Corresponde ao

produto da fermentagdio no 7° dia; B: 14° dia e C: 21°dia.

Cromatograma:

1.40

1.20+
1.00-]
0.80
0.60

040

0.00

B

| JTAX -10.715

E
o

b T T T T T T T T T
0.00 200 4.00

=]
10.00

Mimdes

——r
12.00

T —r—— 7T T
14.00 16.00 18.00 20,00

Sinais identificados:

Peak Name

RT

Area

Units

1] TAX

10.715

32711

mgimL

Cromatograma:

1,00

Q.80

080
2

0.401

0.20

Trax-11.473

™
14

0.00+
—r—TrT T
Q.00 200 4.00

600 8.00

T
10.00

Minutes

—
12.00

Sinais identificados:

Peak Mame

RT

Area

Units

1| TAX

11.173

2176

mg/mL

Cromatograma:

1204
1.00H

0.80

Al

060

0,40

0201

-

TAX - 11.335

o
il

T

o0 200 400

: T T
6.00 200

4

1000 1
Minutes

T
2100

; LR

P — ,
14,00 1600 1800 20.00

Sinais identificados:

Peak Name

RT

Area

Units

1| TAX

11.335

5577 | mg/mL




A

Figura 14: Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 6852, onde A: Corresponde

ao produto da fermentacdo no 7° dia; B: 14° dia e C: 21°dia.
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Figura 15: Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5764, onde A:

Corresponde ao produto da fermentagdo no 7° dia; B: 14° dia e C: 21° dia.
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Figura 16: Verificacdo do taxol pelo cromatograma de HPLC da espécie 5552, onde A:

Corresponde ao produto da fermentagdo no 7° dia; B: 14° dia e C: 21°dia.
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Figura 17: Curva de calibracdo do padrio do taxol com diluicdes seriadas a partir da concentragdo de

Img/mL.
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6. CONCLUSAO

A andlise das sequéncias obtidas no presente estudo revelou que as técnicas
fisioldgicas e bioquimicas utilizadas para identificacdo de fungos, geralmente, exigem
mais tempo, porém tanto o método fisiolégico, como o método de sequenciamento €
eficiente quando usados em conjunto para confirmacao dos géneros estudados.

Dessa forma, os géneros estudados foram confirmados através da anélise molecular.
Além disso, o método utilizado para selecionar os possiveis produtores de taxol foi
bastante positivo e das 6 amostras analisadas, quatro apresentaram pelo menos dois
marcadores indicativos da produgdo deste composto.

Verificou-se também que no processo de fermentagdo, das quatro selecionadas
como possiveis produtoras, trés apresentaram resultados compativeis com a producao
do taxol, embora em baixa concentragcdo o que indica que precisard de uma continuidade

para otimizagdo do processo de fermentagao e extragao do metabdlito de interesse.
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ANEXOS
A. Meio BD suplementado

- Meio pronto Batata dextrose ------------------ 24¢
- Clorafenicol -------------=mmmmmmmm oo 0,1g
- Fenilalanina ----------------=----o-o—- 0,04g
- Sulfato de magnésio heptahidratado ----------- 2g
- Sulfato de amOnio-----------==========mmmmmmmee- 12¢g
- Agua destilada ------------------------ 1000mL

B. Revelador Liebermann-Burchard

- Anidrido acético -------------------- SmL
- Acido sulfdrico ---------------z=-n-- SmL
- Etanol -----------—-mm oo 50mL

C. Anisaldeido-H>SOq4

- Anisaldeido ------------------ 0,5 mL
- Acido acético --------------- 10 mL
- Metanol 85 mL

- Acido sulfiirico ------------ SmL

D. Vanilina sulfirica
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