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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo conhecidos por produzirem uma grande variedade de metabolitos
secundarios, os quais desempenham um papel importante na diversificacdo ¢ adaptacdo desses
microrganismos para varios nichos ecoldgicos. Estes metabolitos t€m atraido interesse de grupos
de pesquisadores ¢ industrias devido ao seu potencial para aplicagdes biotecnologicas, tais como
desenvolvimento de medicamentos, cosméticos e alimentos. Neste contexto, o objetivo no
presente trabalho foi avaliar a presenca de atividades enzimaticas em produtos do metabolismo
de fungos endofiticos de café, utilizando como ferramenta enzimatica as peconhas de serpentes
das espécies Bothrops moojeni e Bothrops atrox para a indugdo das atividades fosfolipasica,
trombolitica, coagulante/anticoagulante e citotoxica sobre eritrocitos humanos. A atividade
fosfolipasica foi realizada em gel de agarose incorporado com lecitinas de gema de ovo. A
atividade de proteases foi avaliada sobre coagulos sanguineos humanos que representam uma rica
fonte de substratos proteicos. A atividade de coagulagdo foi avaliada pela contagem do tempo de
coagulagdo de plasma citrato. A citotoxicidade sobre eritrocitos humanos foi avaliada com
incorporagdo de hematodcrito 1% em gel de agarose. Foram observadas inibi¢des de 20,54%,
93,49% e 26,67% sobre as atividades fosfolipésica, trombolitica e hemolitica respectivamente. O
tempo de coagulacao, foi alterado na presenca de apenas um fungo (Muscodor vitigenus HZM41),
que se mostrou potencializador da agdo coagulante. Em adicdo, os extratos de fungos cultivados
ndo apresentaram citotoxicidade sobre eritrocitos humanos nas condi¢cdes avaliadas. Estudos
futuros poderdo resultar na identificagdo dos inibidores enzimaticos presentes nos fungos, com

vistas ao uso destes em aplicagdes farmaco-cosméticas de interesse humano.

Palavras chaves: Fungo endofitico. Metabolitos secundarios. Proteases. Fosfolipases Ao.



ABSTRACT

Endophytic fungi are known to produce a wide variety of secondary metabolites, which play an
important role in the diversification and adaptation of these microorganisms to various ecological
niches. These metabolites have attracted interest from research groups and industries because of
their potential for biotechnological applications such as drug development, cosmetics and food.
In this context, the objective of the present work was to evaluate the presence of enzymatic
activities in products of the metabolism of coffee endophytic fungi, using the snake venoms of
the Bothrops moojeni and Bothrops atrox species as an enzymatic tool for the induction of
phospholipase, thrombolytic and coagulant activities / anticoagulant and cytotoxic activity on
human erythrocytes. Phospholipase activity was performed on agarose gel incorporated with egg
yolk lecithins. Protease activity was assessed on human blood clots representing a rich source of
protein substrates. Coagulation activity was assessed by counting the coagulation time of plasma
citrate. Cytotoxicity on human erythrocytes was assessed with incorporation of 1% hematocrit on
agarose gel. Inhibitions of 20.54%, 93.49% and 26.67% were observed on phospholipase,
thrombolytic and hemolytic activities, respectively. The coagulation time was altered in the
presence of only one fungus (Muscodor vitigenus HZM41), which proved to be potentiating the
coagulant action. In addition, cultured fungal extracts did not show cytotoxicity on human
erythrocytes under the conditions evaluated. Future studies may result in the identification of
enzyme inhibitors present in fungi, with a view to their use in drug-cosmetic applications of

human interest.

Keywords: Endophytic fungi. Secondary metabolites. Proteases. Phospholipases A..
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1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo conhecidos por produzirem uma grande
variedade de metabolitos secundarios, os quais desempenham um papel
importante na diversificagdo e adaptagdo desses microrganismos para Vvarios
nichos ecologicos. Estes metabolitos tém atraido interesse de grupos de
pesquisadores e indUstrias devido ao seu potencial para aplicagdes
biotecnologicas, tais como desenvolvimento de medicamentos, cosméticos,
alimentos dentre outros.

Microrganismos endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que
vivem no interior das plantas, habitando, de modo geral, suas partes aéreas, como
folhas e caules, sem causar danos aos seus hospedeiros. Portanto, os endofitos se
diferenciam dos microrganismos fitopatogénicos, que sdo prejudiciais as plantas,
causando-lhes doencas. Sao também distintos dos microrganismos epifiticos, que
vivem na superficie dos 6rgaos e tecidos vegetais. Evidentemente, essas distingdes
tém finalidades apenas didaticas, havendo sobreposi¢do entre esses grupos de
microrganismos. Microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira
vez no inicio do século XIX, mas foi Bary em 1866 quem primeiro delineou uma
possivel distingdo entre endofitos e patdogenos de plantas. Permaneceram
praticamente esquecidos até o final dos anos 70, quando, por uma série de
motivos, comegaram a chamar atengdo. Nessa época verificou-se que, longe de
serem meros habitantes do interior de vegetais, possuiam propriedades de
interesse, como por exemplo, conferir protecdo contra insetos-pragas, outros
microrganismos patogénicos e inclusive contra herbivoros. Atualmente, sabe-se
que endofitos podem produzir diversas enzimas, toxinas, antibidticos e outros
farmacos, fatores de crescimento e muitos produtos de potencial interesse
biotecnologico.

Visando a area da industria farmacéutica as fosfolipases A e proteases sdo
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enzimas relevantes na busca de novos farmacos. As fosfolipases A, (PLA>) sdo
enzimas de interesse médico cientifico € sd3o componentes essenciais para o
desenvolvimento de pesquisas por estarem relacionadas a uma grande variedade
de doengas inflamatorias humanas ¢ nos envenenamentos ofidicos. Estas
desempenham importantes papéis no catabolismo de lipideos da dieta e no
metabolismo geral de lipideos estruturais de membranas celulares. PLA, foram
identificadas e caracterizadas em tecidos de mamiferos e peconha de artropodes e
serpentes.

Ja as proteases ou peptidases sdo enzimas que quebram ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos das proteinas, esse processo ¢ chamado de
clivagem proteolitica, um mecanismo comum de ativagdo ou inativagdo de
enzimas envolvido principalmente na digestdo e na coagulacao sanguinea.

A utilizagdo de proteinas isoladas de venenos e peconhas animais, assim
como proteinas recombinantes, ou peptideos sintéticos esta se tornando cada vez
mais frequente entre os grupos de pesquisas e as industrias de biotecnologia. Os
compostos biologicamente ativos das peconhas de serpentes, cujos efeitos toxicos
sdo relevantes no ambito de satde publica e representados principalmente por:
miotoxicidade, hemorragia, coagulacdo sanguinea, neurotoxicidade e
citotoxicidade, tém sido amplamente utilizados como ferramentas laboratoriais
para os estudos de novos compostos naturais capazes de inibir suas agoes.

Neste contexto, pesquisas que visam caracterizar compostos produzidos
por fungos endofiticos sdo de grande valia na busca por modelos para novos
agentes biotecnoldgicos de interesse humano. O fato de serem bons produtores de
substancias bioativas os torna organismos de interesse, principalmente pela
possibilidade da descoberta de novos principios ativos. Aliado a isso, apresentam
como vantagem o baixo custo de producdo e a facilidade de manipula¢do das
variaveis de cultivo, a fim de otimizar e viabilizar a produgdo dos metabdlitos

secundarios em escala industrial.
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Sendo assim esse trabalho visou avaliar os extratos obtidos de fungos
endofiticos isolados de Coffea arabica selvagem, quanto a suas potenciais
atividades fosfolipéasica, hemolitica, trombolitica e coagulante, assim como
avaliar sua acdo inibidora sobre estas atividades, com foco na inibigdo de
fosfolipases A; e proteases que compdem algumas peconhas ofidicas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo fontes promissoras de novos produtos naturais
(SCHULZ E BOYLE, 2005; STROBEL E DAISY 2003). A biodiversidade desses
fungos ¢ composta por representantes dos filos Ascomycota, Zygomycota,
Basidiomycota, Glomerulomycota e Dothideomycete (ARNOLD, 2007),
incluindo uma diversidade de Muscodor, Fusarium, Epicoccum, Alternaria,
dentre varios outros (ALMEIDA et al., 2005).

Todas as plantas em seus ecossistemas naturais parecem ocorrer de forma
simbiodtica com fungos endofiticos (SCHULZ E BOYLE, 2005). A interacao
bioldgica mais simples neste sistema ¢ a relagdo mutualistica, onde a planta
fornece nutrientes ao fungo e, em contrapartida, este fornece algum tipo de
protecdo (SCHULZ E BOYLE, 2005; BACKMAN E SIKORA, 2008;
CASTILHO et al., 2007). Dentre os beneficios que a planta recebe, os micro-
organismos endofitos podem melhorar a absor¢do de nutrientes das plantas
hospedeiras, promover o seu crescimento, aumentar a tolerancia a estresses
abidticos e resisténcia a patdgenos, e eventualmente proporcionar um aumento da
biomassa das plantas (MEI E FLIN, 2010). A energia perdida pelo vegetal na
produgdo de biomassa endofitica é integralmente compensada pela melhoria da

saude da planta pela presenca destes microrganismos mutualisticos (MEI E FLIN,
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2010).

Alguns estudos demonstram uma propor¢do elevada de fungos
endofiticos (80%) produziram compostos biologicamente ativos em testes para
atividade antibacteriana, fungicida e herbicida. Mesmo ndo exibindo sintomas
evidentes de doencas, 43% das plantas colonizadas por fungos endofiticos
expressaram atividades herbicidas (SCHULTZ E BOYLE, 2005; SCHULZ et al.,
1999).

Existe uma chamada geral para a descoberta de novos antibioticos mais
eficazes no combate de doengas, assim como agentes quimioterapéuticos que
tenham baixa toxicidade e agroquimicos que apresentem menor impacto
ambiental. Esta pesquisa ¢é impulsionada pelo desenvolvimento de
microrganismos resistentes aos tratamentos existentes (STROBEL et al., 2004 e
2003). Estudos demonstraram que 51% de compostos bioativos isolados de
fungos endofiticos possuem estruturas desconhecidas, tratando-se de novos
compostos bioativos. Reforca-se, portanto, o grande potencial para a descoberta

de substancias bioativas e de baixa toxicidade (SCHULZ et al., 2005).

2.2 Substancias bioativas produzidas por fungos endofiticos

Os microrganismos endofiticos sdo potencialmente uteis na agricultura
(como por exemplo, agentes de crescimento e herbicidas) e nas industrias,
particularmente na alimenticia e farmacé€utica. Podem ser utilizados como fontes
de metabdlitos primarios (RAJULU et al., 2011) e secundarios (STIERLE et al.,
1993). Desta forma, a bioprospeccao de endofiticos é considerada uma estratégia
inteligente para a busca de novos compostos, permitindo identificar novas
moléculas e condi¢bes fisioldgicas para a sua producdo (YUet al., 2010;
STROBEL E DAISY, 2003).

Uma diversidade de metabolitos secundarios isolados de fungos
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endofiticos foi descrita nos ultimos anos, incluindo peptideos, alcaloides,
quinonas, terpendides, esteroides, flavonoides, fendis, dentre outros (YU et
al.,2010; STROBEL et al., 2004). A maioria dos metabdlitos secundarios sdo
derivados da agdo de quatro classes de enzimas: policetideo sintases (PKS),
peptideo sintases ndo ribossomicas (NRPS), terpeno sintases (TS) e dimetilalil
difosfato triptofano sinteses (DMATS), sendo que cada uma destas classes utiliza
metabolitos primarios como substrato, que sdo rearranjados ou condensados em
moléculas mais complexas, como os policetideos, peptideos nio ribossdémicos,
terpenos ¢ alcaloides (FOX E HOWLETT, 2008; KELLER et al., 2005).

A vincristina (figura 1), outra droga com atividade antitumoral e
originalmente obtida de Catharanthus roseus (Apocynaceae), também foi
detectada em culturas de um endofito, Fusarium oxysporum, na mesma planta
(LINGQI et al., 2000). Este alcaloide ¢ terapeuticamente utilizado no tratamento
de varias doengas neoplasticas (MANN, 2002; OWELLEN e DONIGIAN, 1972).

Os alcaloides chaetoglobisinas A e C (Figura 1) foram isolados e
caracterizados da cultura de Chaetomium globosum, proveniente originalmente
das folhas de Ginkgo biloba. Estes metabdlitos mostraram significativa atividade
contra Mucor miehei e Artemia salina (QIN et al., 2009). As chaetoglobosinas A
e C, juntamente com outras micotoxinas, agentes quimicos e particulados, foram
apontados como responsaveis pela diminui¢do da qualidade do ar em interiores de
edificios, causando a “Sindrome dos Edificios Doentes” (FOGLE et al., 2007).

Acido torreidnico, uma quinona dimérica seletivamente citotoxica e
agente anticancerigeno, foi isolado do fungo endofitico Pestalotiopsis microspora
de Torreya taxifolia, arvore em extingdo (Figura 1). Este composto foi testado em
diversas linhagens de células cancerosas, demonstrando ser 5 a 10 vezes mais
potentes nas linhagens sensiveis aos agonistas de proteina quinase C (LI et al.,
2003).

Crytosporiopsis cf. quercina foi isolado como endofito de Tripterigeum
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wilfordii, planta medicinal nativa da Eurasia, e demonstrou uma excelente
atividade antifiingica contra alguns patégenos humanos, incluindo Candida
albicans e Trichophyton spp. Um Unico peptideo antimicotico denominado
criptocandina foi isolado e caracterizado de C. quercina, contendo um numero
peculiar de 4cidos hidroxilados além de um novo aminoacido, a 3-hidroxi-4-metil-
prolina (Figura 1). Criptocandina também ¢ ativa contra fungos patogénicos de
plantas incluindo Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinérea, ¢ atualmente esta
sendo considerada para o uso contra fungos que causam doengas de pele e unhas
(STROBEL et al., 1999).

Sun et al. (2011) isolaram trés novos metabolitos com esqueletos
carbonicos contendo um anel espiro-5,6-lactona (Figura 1), do fungo endofitico
Massrison sp. associado com Rehmannia glutinosa uma importante erva
tradicional da China utilizada no tratamento de aftas e carcinoma de mama. Estes
compostos monstraram-se ativos contra fungos patogénicos e células tumorais.

Viérios endofiticos sdo capazes de produzir substancias que matam
insetos. Muscodor vitigenus foi recentemente descrito como fungo endofitico da
planta Paullinia paullinioides, uma liana de florestas tropicais da Amazonia
Peruviana. Por meio do CG/MS observou-se que as propriedades do composto
eram idénticas ao naftaleno. Outros Muscodor spp. produzem substancias
antimicrobianas volateis, mas M. vitigenus ¢ o unico que produz o naftaleno quase
que exclusivamente (DAISY et al., 2002).

O extrato do fungo endofitico M. vitigenus, isolado da planta P,
paullinioides forneceu um novo diterpeno, o acido nodulisporico que apresentou
potente propriedade inseticida contra larvas de moscas (DAISY et al., 2002). O
primeiro metabolito nodulispodrico isolado foi do fungo endofitico Nodulisporium
sp., da planta Bontia daphnoides. A partir dessa descoberta, iniciou-se uma busca
intensiva para encontrar o fungo Nodulisporium sp. ou outros fungos que

produziam analogos do acido nodulisporico (DEMAIN, 2000).
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Resultados de pesquisas com metabdlitos secundarios produzidos por
fungos endofiticos podem levar também a novas terapias para o diabetes. Um
metabolito fungico ndo peptidico (L-783, 281) foi isolado do endofitico
Pseudomassaria sp., coletado em uma floresta na Republica Democratica do
Congo. A administragéo oral de L-783, 281 a dois ratos modelos para diabetes
reduziu significativamente os niveis de glicose no sangue. Esse composto age
como insulina mimética e, ao contrario da insulina, ndo é destruido no trato
digestivo, podendo ser administrado por via oral (ZHANG B., et al., 1999)

N :
Taxol Vincristina / =

Chaetoglobosina C
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Figura 1. Metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos (ARAUJO, 2012).

2.3 Peconhas de serpentes

As peconhas ofidicas sdo usadas tanto no mecanismo de defesa como de
ataque, pois possuem componentes direcionados para imobilizacdo e morte de
suas presas bem como para facilitar o processo de digestdo (HIDER et al., 1991).
Estas peconhas sdo uma complexa mistura de substincias, em sua maioria de
natureza proteica, que podem interferir bruscamente na homeostase, atuando em
diversos processos fisiologicos em organismos humanos. De modo geral sdo
constituidas de neurotoxinas, cardiotoxinas (citotoxinas), miotoxinas e fatores que
alteram a hemostase, incluindo as hemorraginas (MENDEZ e RIET-CORREA,
1995).

As pegonhas dos ofidios do género Bothrops contém uma mistura



17

complexa de proteinas com e sem atividade enzimadtica, proteinas de alta ou baixa
massa molecular e peptideos, com atividades biologicas distintas, sendo estes
responsaveis por aproximadamente 95% do peso seco das pegonhas. Sua
composi¢do, em geral, contém hialuronidases, que explica a rapidez da absorcao
da pegonha pelo aumento da perfusdo através dos tecidos; L-aminoacido oxidases,
geradoras de peroxido de hidrogénio resultando em estresse oxidativo e
ampliando os danos celulares; fosfolipases A,, promotoras da quebra de
fosfolipidios alteram a permeabilidade das membranas e induzem inflamacao
local, necrose e dano ao epitélio vascular. A peconha possui, também, agao
proteolitica ou necrosante, coagulante, hemorragica e nefrotoxica resultante
principalmente da agdo de proteases (MENDEZ e RIET-CORREA, 1995).

A utilizagdo de proteinas isoladas de venenos e pegonhas animais, assim
como proteinas recombinantes, ou peptideos sintéticos esta se tornando cada vez
mais frequente entre os grupos de pesquisas e as industrias de biotecnologia. Os
compostos biologicamente ativos da pegonha de serpentes, cujos efeitos toxicos
possuem grande impacto no ambito de satde publica, tém sido amplamente
utilizados no estudo de estruturas moleculares de receptores neuromusculares e
contribuido na compreensdo do sistema imunologico (STOCKER, 1999).

A ampla aplicabilidade médica atribuida diretamente ou indiretamente ao
uso de toxinas isoladas de peconhas enfatiza a necessidade de se realizar
avaliages quanto aos efeitos das peconhas e suas toxinas sobre o organismo
humano, uma vez que estas analises podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de agdo destas moléculas. Recentemente, uma fosfolipase A isolada
da pegonha de Lachesis muta nomeada LM-PLA,-I com atividade hemolitica,
inibidora de agregagdo plaquetaria, edema e miotoxicidade, mostrou-se também
ativa em promover a sobrevivéncia de células ganglionares da retina podendo ser
util no controle da sobrevivéncia de células neuronais axotomizadas (SILVA

CUNHA, FULY e DE ARAUIJO, 2011).
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Proteinas de peconhas tém sido utilizadas como ferramentas para investigar
processos fisioldgicos como a coagulacdo do sangue e a resposta inflamatoria,
além de seu uso como modelos moleculares para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos naturais para o tratamento do envenenamento ¢ de algumas

patologias humanas (TRENTO et al., 2001).

2.4 Metaloproteases de peconhas ofidicas

Durante o envenenamento por serpentes do género Bothrops, a alteragdo
do equilibrio hemostatico geralmente esta relacionada a acdo de proteases
(serinoproteases ¢ metaloproteases) sobre diferentes fatores da cascata de
coagulagdo, tais como o fibrinogénio e a fibrina (GASMI et al., 2000; DUNN E
BROADY, 2001; TAKATSUKA et al., 2001; MATSUI, FUJIMURA E TITANI,
2000).

As metaloproteases (MPs) compreendem uma série de enzimas
dependentes de zinco e de massa molecular variavel. Sao altamente toxicas na sua
grande maioria, apresentam atividade fibrinogenolitica e s@o as principais
responsaveis pelo efeito hemorragico observado no envenenamento, induzido
pelas serpentes da familia Viperidae (KAMIGUTI et al., 1998), além de
geralmente induzirem mionecrose, debridamento de tecidos e reagao inflamatoria
(GUTIERREZ ¢ RUCAVADO, 2000; TEIXEIRA et al., 2005). Isoladas da
peconha de varias serpentes, sdo importantes objetos de estudo devido a
complexidade funcional e estrutural.

As MPs podem interagir com diferentes fatores da cascata de coagulagio
(MATSUI, FUJIMURA e TITANI, 2000). A acdo sobre os componentes da
coagulagdo tais como o fibrinogénio, fator de Von Willebrand, fibrina e/ou
plaquetas, tem sido o mais provavel mecanismo responsavel pela toxicidade

induzida por MPs (BRAUD, BOM e WISNER, 2000; MATSUI, FUJIIMURA e



19

TITANIL, 2000; SWENSON e MARKLAND, 2005; MATSUI ¢ HAMAKO,
2005). Assim, com algumas excecdes, podem ser classificadas em a- ou B-
fibrinogenases de acordo com a especificidade de hidrolise das cadeias do
fibrinogénio. Estas enzimas degradam preferencialmente a cadeia o do
fibrinogénio e com menor intensidade a cadeia f (MARKLAND, 1991;
SWENSON et al., 2004).

As metaloproteases com atividade fibrinogenolitica sdo aplicaveis no
tratamento de tromboses, pois diminuem o nivel plasmatico do fibrinogénio ou
solubilizam os coagulos de fibrina, processo conhecido como trombolise
(MATSUI et al., 2000; MATSUI e HAMAKO, 2005).

A Dbotropase é uma preparacdo de hemocoagulase usada para deter
sangramentos de diferentes etiologias com a¢ao atribuida diretamente a proteina
batroxobina isolada da peconha Bothrops atrox. A enzima hidrolisa fibrinogénio
de forma similar a trombina, liberando fibrinopeptideo A, possui todas as
caracteristicas tipicas de uma serinoprotease, tem um peso molecular de 27.000
Da e ponto isoelétrico de 7,5 (BELL, 1997; RAMESH et al., 1990). O composto
¢ indicado em todas as situagdes em que se deseja obter um aumento da
coagulagdo do sangue a nivel distrital, como no caso de epistaxe (sangramento
nasal) e em hemorragia apds remog¢do das amigdalas (VERSTRAETE et al.,
1977). Também ¢ utilizado na profilaxia e prevengdo de sangramento, antes de

certas cirurgias (ZENG et al., 2009).

2.5 Fosfolipases A; de peconhas ofidicas

Embora as pegonhas de serpentes contenham um grande namero de
proteinas bioativas, as fosfolipases A, (PLAs) constituem a maioria dos
componentes toxicos (KINI, 2005; SCHALOSKE e DENNIS, 2006).

PLA,s sdo enzimas que catalisam a hidrolise dependente de Ca’*' da
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ligacdo 2-acil éster de 3-sn-fosfolipideos, liberando 4cidos graxos e
lisofosfolipideos. Além do seu papel fundamental no metabolismo de lipideos,
estas enzimas estdo intimamente relacionadas com a liberacdo de acido
araquidonico (AA), um precursor de lipideos bioativos, tais como
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, que podem participar de uma
variedade de fungdes bioldgicas, como regulagdo do sono, resposta imune,
inflamacdo e percepcdo da dor (ARNI e WARD, 1996; KINI, 2005;
SCHALOSKE e DENNIS, 2006; DE MARIA et al., 2007).

As PLAss estdo amplamente distribuidas na natureza e despertam elevado
interesse médico-cientifico dado ao seu envolvimento em varias doengas
inflamatérias humanas e em envenenamentos por peconha de serpentes e de
abelhas. As mais conhecidas e amplamente estudadas sdo encontradas nos tecidos
pancreaticos de mamiferos e nas pegonhas de répteis e insetos (DENNIS, 1994;
SOARES et al., 2004a, b).

A atividade catalitica sobre as membranas sugere um importante papel das
PLAG:s de pegonhas de serpentes na sua toxicidade. O desarranjo dos componentes
fosfolipidicos ocasiona severas alteragdes na integridade estrutural e funcional das
membranas plasmaticas com consequente influxo de ions céalcio (GUTIERREZ et
al., 1989) acarretando a liberagdo de proteases dependentes do calcio (DUNCAN,
1978), a ativagdo de PLAs enddgenas (TRUMP et al., 1981) e o colapso
mitocondrial (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984). A somatoéria de todas
essas alteragcdes moleculares pode resultar em morte celular.

O isolamento de toxinas e a caracterizagdo protedmica de peconhas de
serpentes tornam-se necessarios, pois originam potenciais beneficios para a
pesquisa basica, diagnoéstico clinico, e desenvolvimento de novas ferramentas de

pesquisas e drogas de potencial uso clinico (CALVETE et al., 2007).

3 CONCLUSAO
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No campo da industria farmacéutica, cosméticas, entre outras ainda ha
muito a ser explorado com relagdo a utilizagdo de microrganismos endofiticos. O
fato de serem grandes produtores de substancias bioativas os torna organismos de
interesse, principalmente pela possibilidade da descoberta de novos principios
ativos.

Aliado a isso, apresentam como vantagem o baixo custo de producgao ¢ a
facilidade de manipulacdo das variaveis de cultivo, a fim de otimizar ¢ viabilizar
a producdo dos metabolitos secundarios em escala industrial. Neste contexto a
avaliag@o dos efeitos de compostos fingicos sobre moléculas e células humanas
assim como o estudo de sua ac¢do na modulacdo de enzimas envolvidas em
processos fisiopatoldgicos humanos, mostram-se de grande valia para definir

futuras aplicagdes para estes compostos.
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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo conhecidos por produzirem uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Estes metabolitos tém atraido interesse de grupos de
pesquisadores e indlstrias devido ao seu potencial para aplicagdes
biotecnologicas. Neste contexto, o objetivo no presente trabalho foi avaliar a
presenca de inibidores enzimaticos em produtos do metabolismo de fungos
endofiticos de café, utilizando como ferramenta as pegonhas de serpentes das
espécies Bothrops moojeni e Bothrops atrox para a inducdo das atividades
fosfolipasica, trombolitica, coagulante e citotoxica sobre eritrocitos humanos. A
atividade fosfolipasica foi realizada em gel de agarose incorporado com uma fonte

de fosfolipidios. A atividade de proteases foi avaliada sobre coagulos sanguineos
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humanos que representam uma rica fonte de substratos proteicos. A atividade
coagulante foi realizada através do tempo de coagulacdo de plasma citratado. A
citotoxicidade sobre eritrocitos humanos foi avaliada com incorporagdo de
hematocrito 1% em gel de agarose. Foram observadas inibi¢des significativas de
20,54%, 93,49% e 26,67% sobre as atividades fosfolipasica, trombolitica e
hemolitica respectivamente. Para o teste de coagulacdo, apenas um fungo
(Muscodor vitigenus HZM41) se mostrou potencializador da atividade,
acelerando o processo de coagulagdo em 16 segundos. Em adigdo, os extratos de
fungos cultivados ndo se mostraram citotoxico aos eritrocitos humanos. Estudos
que demonstram os aspectos estruturais e funcionais de novos inibidores de PLA»
e proteases podem fornecer subsidios para o desenvolvimento de métodos
alternativos nos tratamentos de desordens relacionadas as atividades dessas

classes de enzimas.

Palavras-chaves: Fungo endofitico, Inibidores enzimaticos, Proteases e

Fosfolipases A»

ABSTRACT

Endophytic fungi are known to produce a wide variety of secondary metabolites.
These metabolites have attracted interest from research groups and industries
because of their potential for biotech applications. In this context, the objective of
the present work was to evaluate the presence of enzymatic inhibitors in
endophytic coffee fungi metabolism products, using snake venoms of Bothrops
moojeni and Bothrops atrox as a tool for the induction of phospholipase,
thrombolytic, coagulant and cytotoxic effects on human erythrocytes.
Phospholipase activity was performed on agarose gel incorporated with a source

of phospholipids. Protease activity was assessed on human blood clots
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representing a rich source of protein substrates. The coagulant activity was
performed through the coagulation time of citrated plasma. Cytotoxicity on
human erythrocytes was assessed with incorporation of 1% hematocrit on agarose
gel. Significant inhibitions of 20.54%, 93.49% and 26.67% were observed on
phospholipase, thrombolytic and hemolytic activities, respectively. For the
coagulation test, only one fungus (Muscodor vitigenus HZM41) was potentiating
the activity, accelerating the coagulation process in 16 seconds. In addition,
cultured fungal extracts were not cytotoxic to human erythrocytes. Studies
demonstrating the structural and functional aspects of new PLA2 inhibitors and
proteases may provide support for the development of alternative methods in the

treatment of disorders related to the activities of these classes of enzymes.

Keywords: Endophytic fungi. Enzyme inhibitors. Proteases. Phospholipases A».

6. INTRODUCAO

O estudo de produtos naturais (PN) constitui um dos mais importantes
campos da ciéncia e a analise de compostos organicos e inorganicos em PN tem
ganhado consideravel interesse nos ultimos anos (ZHU et al 2013; THOLL et al,
2006; STASHENKO, 2008).

O termo "produtos naturais" € utilizado para definir metabdlitos primarios
e secundarios produzidos por um organismo, que na maioria dos casos funcionam
como mecanismos de defesa contra herbivoros, micro-organismos, insetos e
plantas concorrentes. Uma variedade de produtos naturais, tem sido usada por
milhares de anos por uma fragdo significativa da populagdo, sendo ainda usadas
na area da saiide em muitos paises ou regides do mundo (MAJEED et al., 2012).

Os fungos endofiticos sdo fontes promissoras de novos produtos naturais



33

(SCHULZ e BOYLE, 2005; STROBEL e DAISY 2003). A biodiversidade desses
fungos ¢ composta por representantes dos filos Ascomycota, Zygomycota,
Basidiomycota, Glomerulomycota e Dothideomycete (ARNOLD, 2007),
incluindo uma diversidade de espécies pertencentes aos gé€neros Muscodor,
Fusarium, Epicoccum, Alternaria (ALMEIDA et al., 2005).

As varias classes de moléculas produzidas por fungos endofiticos podem
possuir atividades, como por exemplo, hormonais, antibioticas, antitumorais
(PEIXOTO, AZEVEDO e ARAUJO, 2002), antifungicas, citotoxicas (SILVA,
2010), antivirais, imunossupressoras ¢ antiparasitarias (DEMAIN ¢ SANCHEZ,
2009). Os produtos naturais obtidos de endofitos incluem principalmente
alcaloides, esterdides, terpendides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanodides,
ligninas, fendis e 4acidos fendlicos, metabolitos alifaticos, lactonas, citocalasinas,
flavonoides, peptideos e xantonas (ALY et al., 2010; ZHANG, SONG e TAN,
2006; SCHULZ ¢ BOYLE, 2005)

Apesar de poucos estudos quimicos sobre os fungos endofiticos, foi
isolado um niimero consideravel de substancias com atividade biologica, como
por exemplo, com atividade antiparasitaria, a palmarumicina CP17 (ALY;
DEBBAB; PROKSCH, 2011; ONDEYKA et al., 1997); com atividade
neuroprotetiva, a crisogenamida A (ALY et al., 2010); antioxidante, a pestacina
(JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAM, 2011); propriedades
imunossupressoras, a subglutinol A (STROBEL; DAISY, 2003); antiviral, acido
citonico B (STROBEL; DAISY, 2003; GUO et al., 2000). Foram relatados
também substincias com atividade anticolinesterasica, 16a- hidroxi- 5N-
acetilardimina (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011); antineoplasica, as
antraquinonas (ZHANG; SONG; TAN, 2006); citotoxica como o taxol,
camptotecina, vincristina e podofilotoxina (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011;
ALY et al., 2010); antifungica, a fomocromona B; e por fim, antibioticos,

pestaloteol A e antidepressivos, como a hipericina (KUSARI, 2011).
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No ambito da procura por novos farmacos compostos por produtos
naturais as proteases ¢ fosfolipases A, representam valiosas ferramentas
laboratoriais indutoras de atividade bioldgica passiveis de uso na caracterizagao
de inibidores enzimaticos de interesse médico-cientifico. Considerando a grande
variedade de atividades cataliticas e toxico-farmacologicas induzidas por
venenos, numerosos estudos usaram essas toxinas isoladas como ferramentas de
laboratério de grande valor no campo cientifico. Essas ferramentas possuem
aplicagdo in vivo, in vitro ¢ in silico para avaliar a agdo de inibidores,
principalmente naturais, prospectando seus possiveis efeitos sobre enzimas,
homologas aos venenos, presentes em organismos animais, inclusive humanos
(ESTEVAO-COSTA et al., 2000, MCCLEARY e KINI, 2013).

Um dos inibidores de protease mais bem caracterizado € o inibidor de
tripsina, isolado de soja (KUNITZ, 1947), que foi complexado e cristalizado junto
a tripsina de porco, servindo como o primeiro modelo metodologico para o estudo
bioquimico de inibidores de proteases.

As Fosfolipases A, possuem uma diversidade de inibidores naturais ja
descritos em literatura, derivados de mamiferos, plantas e das proprias serpentes.
Nos mamiferos encontramos o DM64, um inibidor de miotoxinas obtido da
espécie Didelphis marsupialis (ROCHA et al. 2002), nas plantas um exemplo ¢ o
inibidor WSG (extraido de Withania sonnifera) que inibi fosfolipases Az de Naja
naja (DEEPA e GOWDA 2002) e também podemos citar o inibidor de miotoxinas
BaMIP PLIa isolado do plasma de serpentes da espécie Bothrops asper (LIZANO
et al. 1997).

Sendo assim, entre as fontes estabelecidas de produtos naturais,
microrganismos provaram ser candidatos promissores para a produgdo de novas
substancias comercializaveis (CRAGG; NEWMAN, 2013; DEMAIN, 2014) e

com alto potencial de aplicagdo biotecnoldgicas e farmacéutica.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1 Identificacao dos fungos endofiticos.

Pesquisas de campo foram realizadas durante 2011 na regido da Zona da
Mata, municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil, para a obtencdo de fungos
endofiticos de cafeicultura. Foram obtidos 620 fragmentos de hastes (391), folhas
(113) e frutos (116) da Coffea arabica.

Doze colonias de fungos endofiticos obtidas a partir dos fragmentos e
crescidos em BDA (Batata dextrose agar) foram identificadas como Muscodor
coffeanum (3), Muscodor vitigenus (4), Muscodor yucatanensis (2) e Simplicilium
sp. (2) e Acremonium sp. (1), de acordo com pesquisas no banco de dados UNITE
usando seqiiéncias de DNA de espagador transcrito interno (ITS), como descritos

na Tabela 1 (MONTEIRO, 2016).

Tabela 1- Relagdo das estirpes isoladas da planta Coffea arabicae seu nimero de acesso

ao GenBank.
Isolate Origin Accession no.
M. coffeanum (COAD 1842) Leaf KM514680
M. coffeanum (COAD 1899) Leaf KM514681
M. coffeanum (COAD 1900) Leaf KP862879

M. vitigenus(C20) Stem KU094049
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M. vitigenus(HZM10) Stem KU094053
M. vitigenus (HZM39) Stem KU094054
M. vitigenus (HZM41) Stem KU094055
M. yucatanensis(HZM60) Leaf KU094056
M. yucatanensis(HZM64) Leaf KU094052
Simplicillium sp. (C18) Stem KU094050
Simplicillium sp. (C12 = HZM70) Stem KU094051
Acremonium sp. (C19) Stem KU094048

7.2 Obtencao dos extratos flingicos

Para a obtencdo dos extratos, os fungos foram cultivados em placas
contendo o meio MEA (Extrato de Malte Agar) por 7dias a 25°C. Apés o
crescimento em placa, foram retirados cinco pequenos discos do meio MEA
contendo partes do fungo de interesse e inoculados em 1000ml de meio ME
(Extrato de Malte), deixando em agitacdo no shaker por 7 dias/25°C a 125rpm
para o crescimento e producdo dos metabolitos dos fungos.

Os fungos passaram por um processo de filtracdo para separar os micélios
que foram totalmente desprezados do filtrado, e a esse filtrado foi adicionado
acetato de etila na propor¢do de 1:0,5 (sobrenadante/acetato de etila) para a
separagdo das partes organicas e inorganicas. A fracdo de acetato de etila

juntamente com os metabolitos produzidos das amostras foi submetida a um
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processo de rotoevaporagao a fim de se obter os extratos.
Os fungos utilizados no presente trabalho encontram-se na “Cole¢do
Micolégica de Vigosa - UFV e no Laboratério Biogen do Departamento de

Microbiologia Agricola- UFLA”.

7.3 Peconha

As peconhas usadas como ferramentas laboratoriais para a inducao das
atividades, por serem fontes ricas de fosfolipases A, e proteases, foram obtidas
comercialmente no serpentario Bio-Agents (Batatais-SP). Para a atividade
fosfolipasica foi padronizado o uso da peconha de Bothrops atrox na dose de
10pg. As atividades trombolitica, hemolitica e coagulante foram padronizadas
com uso da pegonha de Bothrops moojeni nas doses de 40ug, 40 ug e Sug,
respectivamente. Testes pilotos foram realizados para a determinagdo das doses
minimas de cada peconha, responsaveis pela indugdo de cada atividade (CINTRA

etal., 2012; OLIVEIRA; SIMAO; MARCUSSI, 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

7.4 Divisao dos voluntarios

Para avaliagdo de atividades in vitro sobre células sanguineas isoladas e
trombos constituidos de sangue total, foram coletadas amostras de sangue (5 mL)
de voluntarios, apos obtencdo de seu consentimento por escrito. O experimento
conduzido esta de acordo com os padrdes do Comité de Etica em Pesquisa
Humana (COEP) da Universidade Federal de Lavras e aprovado por este comité.

O sangue foi coletado em tubos contendo o anticoagulante heparina para
os testes de citotoxicidade sobre eritrocitos e sem anticoagulante para os testes

tromboliticos.
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7.5 Ensaios de inibicdo enzimatica

Nos ensaios de atividade Trombolitica e hemolise foram utilizadas para
as incubagdes propor¢des massa:massa de pegonha:extrato fungico, de 1:0,25;
1:0,5 e 1:1. Para a avaliacdo da atividade fosfolipasica, as propor¢des utilizadas
foram 1:0,5; 1:1, 1:2 e para os ensaios de coagulacgdo as proporg¢des foram 1:0,5 e
1:1. O uso de diferentes pegonhas relaciona-se as melhores respostas durante a
padronizacdo das doses minimas ativas ¢ o uso de diferentes proporgdes refere-se
a peculiaridades experimentais (visando ndo alterar o ambiente reacional),
padronizadas apds um amplo screening de doses avaliadas em ensaios piloto.

Os controles negativos receberam apenas tampao fosfato, os controles
positivos receberam apenas peconha e demais controles foram realizados
utilizando apenas os extratos dos fungos. As amostras foram incubadas por 30
minutos a 37°C e posteriormente submetidas a avaliagao das diferentes atividades.

Os ensaios foram realizados em triplicatas.

7.5.1 Atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi avaliada em gel de agar conforme método
descrito por Gutiérrez et al. (1988). O gel foi elaborado com CaCl, 0,01 M; gema
de ovo como fonte de fosfolipidios (fosfatidilcolina e fosfatidiletanoamina), 1:3
v/v PBS pH 7,2; agar bacteriologico 1%; azida de sodio 0,005%; sendo o meio
vertido em placas em temperatura de 45 a 50°C. As amostras foram aplicadas em
pogos elaborados no gel e este permaneceu em camara de cultivo celular a 37°C
por 12 horas. A formagédo de halo transltacido ao redor do pogo € um indicativo de
atividade, no qual os halos foram medidos em centimetros para a quantificacdo da

atividade fosfolipasica.
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7.5.2 Atividade citotoxica sobre eritrocitos humanos

Esta atividade foi avaliada utilizando a metodologia descrita por Gutiérrez
et al. (1988), com adaptagdes referentes a substituicdo do substrato. Para tanto,
uma amostra de sangue humano (5mL) foi coletada e diluida em PBS (25 mL).
Os eritrocitos foram ento lavados trés vezes por meio de centrifugacdes a 400 g
com durag@o de 10 minutos cada, sendo o sobrenadante retirado e substituido por
PBS a cada passo de centrifugacdo. O hematrocito foi otimizado para
aproximadamente 1% na composicdo do gel. A quantidade de pegonha (ug)
considerada como DheM (dose hemolitica minima) corresponde a dose

responsavel pela formagdo de um halo no gel com didmetro entre 15 ¢ 20 mm.

7.5.3 Atividade trombolitica

A atividade trombolitica foi avaliada sobre codgulos sanguineos formados
in vitro, em placas de 96 pocos, conforme metodologia descrita por Cintra et al.
(2012). As amostras foram aplicadas sobre os coagulos, em triplicata, e as placas
mantidas em camara de cultivo celular por periodo de 24 horas a 37 °C.

A atividade trombolitica foi quantificada pelo volume de liquido liberado
pelos trombos, considerando como controles o volume da amostra (controle PBS),
volumes liberados pelos trombos que receberam tratamento apenas com pegonha
(controle positivo).

Amostras dos extratos fungicos também foram avaliadas isoladamente,
assim como sua agdo modulatéria sobre enzimas presentes nas pegonhas foi
avaliada apo6s incubagdes (37°C por 30 minutos) do filtrado com a pegonha em

diferentes propor¢des (m/m).

7.5.4 Atividade coagulante
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Para avaliar o tempo de coagulacdo os extratos fungicos foram
previamente incubados com a peconha de B. moojeni, por um periodo de 5
minutos, a 37°C, nas proporgdes de 1:0.5 e 1:1; (pegonha: extrato, m:m). Tubos
contendo plasma citratado (200uL) foram mantidos em banho a 37°C, as amostras
incubadas foram adicionadas ao plasma e o tempo cronometrado até formagao do
coagulo (RODRIGUES et al., 2000). Controles contendo apenas os extratos
também foram realizados. A dose minima coagulante foi definida previamente,
sendo esta a menor quantidade de peconha capaz de induzir a coagulacdo em um

intervalo entre 50 e 180 segundos.

7.6 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média das triplicados + desvio
padrdo. A significancia das diferencas entre os tratamentos foi determinada pela
analise de variancia, seguida do teste t de Student onde os tratamentos foram
comparados com o controle. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.

8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Atividade fosfolipasica

Os extratos de Muscodor yucatanensis (HZM64 e HZM60), avaliados nas
proporgdes 1:1 e 1:0,5, respectivamente, induziram uma redugdo significativa de
20,54% (HZM64) e 17,3% (HZM®60) na atividade de fosfolipases, outros quinze
extratos de diferentes amostras obtiveram resultados significativos de inibi¢ao
sobre a atividade fosfolipasica de 15,14%; 13,51% e 11,89% aproximadamente

(Figura 1). Nenhum extrato apresentou atividade fosfolipasica quando inoculado
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ao gel de agarose contendo o substrato rico em fosfolipidios.
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Figura 1: Efeito dos extratos fungicos sobre a atividade fosfolipasica induzida por
pegonha de Bothrops atrox (10pug). O controle contendo apenas pegonha foi considerado
como 100%. Dados apresentados como médias de triplicatas £SD. (*) As médias diferem

estatisticamente do controle positivo a 5% de significancia.

A atividade catalitica sobre fosfolipidios presentes nas membranas
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destaca o importante papel das fosfolipases de pegonhas de serpentes na indugao
de toxicidade durante envenenamento. O desarranjo dos componentes
fosfolipidicos ocasiona severas alteracdes na integridade estrutural e funcional das
membranas plasmaticas com consequente influxo de fons calcio (GUTIERREZ et
al., 1989) acarretando a liberacao de proteases dependentes de calcio (DUNCAN,
1978), a ativagdo de fosfolipases A, enddgenas (TRUMP et al., 1981) e o colapso
mitocondrial (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984). A somatoria de todas
essas alteragcdes moleculares pode resultar em morte celular.

Em adigdo, no organismo humano, a acdo enzimatica de fosfolipases A,
pode resultar na liberagdo de acido araquidonico (precursor de lipidios bioativos
pelas vias da cicloxigenase ¢ lipoxigenase) e lisofosfolipidios que atuam
principalmente na resposta inflamatdria e na cascata de coagulagdo sanguinea
(KIM et al., 2004; LOPEZ-POSADAS et al., 2008). Em 2004, Weber ¢
colaboradores descobriram alguns metabolitos produzidos por fungos com agdes
anti-inflamatorias, o 4acido mevinico e o phomol, sendo os dois extraidos de
Phomopsis spp. um fungo endofitico da planta Erythrina cristagalli. Essa agdo
anti-inflamatoéria € resultante da inibi¢do da atividade das fosfolipases A»

impedindo que haja a ligacao das mesmas aos substratos avaliados.

8.2 Atividade citotoxica sobre eritrocitos humanos

Na avaliagdo da atividade hemolitica nenhum dos extratos apresentou
citotoxidade sobre os eritrocitos humanos. Os extratos HZM39 e HZM41
extraidos do fungo Muscodor vitigenus inibiram significativamente (26,67%) a
hemolise causada pela agdo da pegonha de B. moojeni. O extrato de codigo COAD
1899 extraido do fungo Muscodor coffeanum também inibiu significativamente a

acdo da pegonha em 23,33% (Figura 2).
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Figura 2: Efeito dos extratos fungicos sobre a atividade citotdxica, avaliada em eritrocitos
humanos, induzida pela peconha de Bothrops moojeni (40ug). O controle contendo apenas
pegonha foi considerado como 100%. Dados apresentados como médias de triplicatas

+SD. (*) As médias diferem estatisticamente do controle positivo a 5% de significancia.

O mecanismo de acdo das pegonhas de serpentes em relagdo a sua
citotoxidade ¢ resultante da sua capacidade de interagir com os componentes da
membrana celular dos eritrocitos, principalmente com fosfolipidios e proteinas,
induzindo uma deformag¢do na membrana com consequente extravasamento do

contetdo intracelular (KARABALIEV et al., 2003). Os ensaios de avaliacao da
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citotoxidade permitem averiguar os efeitos tdxicos ou anti-citotoxico das
amostras, sendo de extrema importancia durante o desenvolvimento de produtos
(ex: farmacéuticos, alimenticios e cosméticos) destinados ao uso humano ou
animal. Assim como no teste anterior ja existem relatos de fungos que produzem
metabolitos com acdo anti-inflamatodria, sendo assim os metabolitos produzidos
pelos extratos de fungos testados possuem potencial inibidor da agdo de
fosfolipases A sobre os eritrocitos humanos, reduzindo a hemoélise e a producéo
de mediadores da inflamagdo. Outra hipotese plausivel seria a interagdo dos
metabolitos fingicos com componentes da membrana celular, impedindo ou
diminuindo a acdo de algumas toxinas sobre lipideos e ou proteinas das
membranas. De acordo com o trabalho realizado por Weber e colaboradores
(2004), o fungo da espécie Phoma medicaginis extraido das plantas Medicago
sativa e Medicago lupulina possui acdo antibidtica e agdo inibidora de apoptose

em células cancerosas.

8.3 Atividade trombolitica

Neste teste os extratos apresentaram resultados significativos
relacionados principalmente ao fungo Muscodor coffeanun (COAD 1900) que
promoveu 93,49% de inibicdo da dilui¢do de trombos induzida pela pegconha. O
mesmo extrato também foi capaz de inibir significativamente a atividade em suas
menores concentragdes 1:5 ¢ 1:0,25 (66,86% e 66,27%, respectivamente). Outros
extratos (HZM60, HZM64 ¢ HZM70) também se mostraram efetivos na inibigao

da atividade trombolitica sendo responsaveis por inibi¢des superiores a >50%

(Figura 3).
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Figura 3: Efeito dos extratos fingicos sobre a atividade trombolitica induzida pela
peconha de Bothrops moojeni (40ug). O controle contendo apenas peconha foi
considerado como 100%. Dados apresentados como médias de triplicatas £SD. (*) As

médias diferem estatisticamente do controle positivo a 5% de significancia.

Considerando que as interagdes moleculares de enzimas com seus
substratos ou inibidores geralmente ocorrem na razdo molecular de 1:1,
propor¢des de diferentes principios ativos presentes no extrato em relacdo as

diferentes classes de enzimas da pegonha (encontradas em concentragdes
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variadas) indicam que algumas proporc¢des avaliadas na atividade trombolitica se
aproximaram da razdo molar ideal para ocorrer interagdes entre as moléculas. E
valido mencionar que no ensaio de trombolise diferentes classes de enzimas
podem atuar de forma independente (ex: fosfolipases A,, serinoproteases e
metaloproteases) assim como em sinergismo (ex: hialuronidases, L-aminoacido
oxidases, etc.).

A atuagdo dos extratos fungicos pode estar relacionada a liga¢do ao sitio
ativo de algumas toxinas presentes nas pegonhas impedindo que as mesmas se
liguem aos respectivos substratos. Interacdes com regides hidrofobicas poderiam

explicar a agdo de compostos de baixa polaridade, também presentes nos extratos.

8.4 Atividade coagulante

Os resultados apresentados para o teste de coagulacao do plasma citratado
foram bastante variados. O extrato do fungo Simplicillium sp. (C18) inibiu a
coagulagdo da peconha por 58 segundos, os extratos Muscodor vitigenus
(HZM10), Muscodor yucatanensis (HZM60) e Muscodor coffeanum (COAD
1900) na propor¢ao de 1:1 inibiram a agdo da peconha em 31s, 41s e 30s
respectivamente. Outros extratos (COAD 1842, C19 HZM64 e HZM70)
induziram inibi¢des dessa atividade estendendo o tempo de coagulagcdo por
aproximadamente 10 segundos. Por outro lado, um dos extratos de Muscodor
vitigenus (HZM41) potencializou a agdo coagulante, acelerando a formagao do
coagulo em 16s em sua maior dose quando comparado com o controle contendo
apenas pegonha bruta de B. moojeni (70s), como mostra os resultados

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Efeito dos extratos fingicos sobre a atividade coagulante induzida pela peconha

de Bothrops moojeni (10ng).

Sample unincubated sample 1:1 1:0,5
B. moojeni 70 - -
COAD 1842 - 88a 69
COAD 1899 - 77 72
COAD 1900 - 100a 69

C20 - 77 71
HZM10 - 101a 70
HZM39 - 73 70
HZM41 - 54b 61
HZM60 - 111a 74
HZMo64 - 95a 76

C18 - 128a 76
HZM70 - 96a 88a

C19 - 92a 82a

Dados correspondem as médias de ensaios feitos em triplicatas £SD de pegonha:extrato

fingico (m:m). (a) Difere estatisticamente do controle em inibicdo. (b) Difere

estatisticamente do controle em potencializagdo. (-) amostras ndo aplicadas. Foram

considerados significantes diferengas de valores superiores a 11 segundos, considerando

o tempo de protrombina entre 10 a 14 segundos. Resultados expressos na tabela em

segundos (s).
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Um grande niimero de microorganismos ndo patogénicos ¢ capaz de
produzir enzimas, dentre eles, os fungos filamentosos sdo particularmente
interessantes devido ao seu facil cultivo e producdo de enzimas extracelulares com
ampla aplicacio industrial (GUIMARAES et al., 2006). As enzimas proteoliticas
merecem destaque, pois respondem por mais de 65% de todo o mercado mundial
de enzimas (OSKOUIE et al., 2008), sendo 40% desse total de proteases de
origem microbiana (RAO et al., 1998). Alguns fungos ja sdo bastante conhecidos
pela sua grande produgdo de proteases que € o caso de Aspergillus oryzae, uma
espécie considerada ndo toxicogénica, apresentando um longo histérico de uso
industrial (VISHWANATHA, RAO e SINGH, 2009).

As inibi¢des observadas para os extratos de fungos mostram um potencial
de aplicacdes desses compostos como agentes anticoagulantes. Estudos
posteriores poderdo elucidar quais classes de moléculas produzidas por estes
fungos sdo capazes de atuar como inibidores enzimaticos ou como adjuvantes da

acdo de enzimas.

9 CONCLUSAO

Fungos como Muscodor sp. foram poucos descrito na literatura em vista
dos efeitos de seus produtos metabolicos nao volateis. Este estudo mostra o grande
potencial que esses fungos possuem na inibigdo de proteases e fosfolipases A
encontradas em peconhas do género Bothrops podendo representar novas fontes
de substancias com propriedades bioativas e de interesse industrial,
principalmente farmaco-cosmético. Estudos que demonstram os aspectos
estruturais e funcionais de novos inibidores de PLA; e proteases podem fornecer
subsidios cientificos para estudos de processos fisiopatolégicos humanos, assim
como possibilitam o desenvolvimento de terapias alternativas para os tratamentos

de desordens relacionados as atividades dessas enzimas, considerando a alta
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homologia estrutural e funcional que vérias toxinas possuem em relagcdo as

enzimas humanas.
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