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A VIDA

A vida é uma oportunidade, aproveite.
A vida é beleza, admira...
A vida é felicidadedegustea...
A vida € um sonho, torre realidade..
A vida é um desafio, enfrente..
A vida € um dever, cumpi@..
A vida é um jogo, jogue...
A vida é preciosa, cuide dela...
A vida é uma rigueza, conserge.
A vida é amor, goze...
A vida & um mstério, descubra...
A vida é promessa, cumpea..
A vida é tristeza, supes..
A vida é um hino, cante...
A vida € uma luta, aceHa...
A vida é aventura, arrisqtee..
A vida é alegria, mereea..

A vida é vida, defenda...

(Madre Teresa de Galta)
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RESUMO

Os fungos enddfitos marinhasdo ricos em metabdlitos secundarios e constituem uma
importante fonte na pcura por novosigentes terapéuticos. O estudo objetivou investigar o
perfil toxicogenético do extrato acetonitril@esmetabdlitos dicitrininaA e citrinina, obtidos

do P. citrinumem Artemia salina Allium cepae Saccharonjces cerevisiaecomo analises
preliminares para avaliagdotoxica, citotoxica, genotoxica antitumoralda citrininaem
modelos murinos paréSarcoma 180 e para cancer de mama induzido por- 7,12
dimetilbenzantracen@om monitoramentasomportamentais, bioguimicos, histopatologicos e
imunaohistoquimicos (Ki67). As substancias isoladas foradentificachs através de técnicas
espectrométricas e espectroscopibiaipios de A. salinaforam expostos por 24 e 48 homs

A. cepapor 72 horasas substanciag avaliacao oxidante/antioxidante foi feita em pré,&o
péstratamenta@om HO2emS. cerevisiaeA citrinina nas concentracdes de 0,5; 1,0 e 2 pg/mL
foi incubada durante 68 horas células do liquido ascitico @&arcomd80 e reincubadas
durante 4h enestufa a 37C e a 5% C®@ap0s adicdo dsuspensédo de células, 20 de [3-
(4,5-dimetiltiazot2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (5 mg/mL)Em seguid®,5 x 16 células/mLda
suspensaftoram submetidas aos testes conadtalinoe de micronucleo®© cancer de mama

em Mus musculusfémeas virgens, foi induzido pelgl2dimetilbenzantracen( mg/Kg,

v.0.). O veiculo foi oazeite de oliva (10 mL/Kg)citrinina testada er@ pg/Kg?, v.o. e a
ciclofosfamida (25 mg/Kg, i.p.), como controle positivo. A indu¢do do cancer de mama
ocorreu emonze semanas a terapia com citrinina effisemans. EmA. saling o extrato
acetonitrila citrinina e adicitrinina-A apresentaram toxicidade com £3l(24 horas) de 2,03
pg/mL, 1,71 pg/mL e 2,29 pg/mlbem como Cko (48 horas) de 0,51 pg/mL, 0,54 pg/mL e
0,54 ug/mL, respectivamentEm A. cepa as substancias foraaitotoxicas pelo baixo indice
mitotico e mutagénicopelo aumentade microndcleos ele alteracbes cromossémica®
extrato e seus metabolitos, el cerevisiag somente embaixas concentracdes, foram
antioxidantes frente a8.0.em linhagengroficientes e mutantes para a superoxido dismutase
citoplasmatica e mitocondrigh Clso da citrinina, em células de 180 foi de 3,77 ug/mL e nas
concentracfes 12,5 e 100 pug/mL, foi tdo citotoxica quanto a doxorrubicina (2 pug/mL). Em 0,5;
1,0 e 2 pg/mL,citrinina induziu genotoxicidade e mutagenicidade em células-t@0S
especialmente em 2 pg/mL, por danos oxidativos similares ao peroxido de hidrogénio (10 mM),
por mecanismos associados a danos citogenéticos, especialmente apdm@sest de mama

foi caracterizado como carcinoma mamario invasivo pela irhigsioquimica e analise
histopatoldgicaA citrinina induziu efeitogenotoxicoem células da mama, medula, linfécitos

e figado, eefeitos mutagénicos pela formacdo de micronucleos, pontes, beotmdulas
binucleadas em medula 6ssea e figado. Nao foram observadas alteracfes nos pesos dos 0rgao:
exceto nas mamag&feitos similares da genotoxicidaderam observadogara citrinina e
ciclofosfamida mas reparo de danos em linfécitos foi observgoenas na terapia com
citrinina, que apresentou acdo antitumoral, por mecanismos citogenéticos, possivelmente,
associado a estresse oxidativo. Os metabdlitos secundarios obtidos do extrato acétonitrila
P. citrinumsé&o fontes promissoras para formulag@esacéuticas antitumorais.

Palavras-chave: Citrinina. Cancer de mama. Genotoxicidade. Mutagenicidade. Apoptose.
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ABSTRACT

Marine endophyte fungi are rich in therapeutic agents. Our study aimed to investigate the
toxicogenetic profile of the acetonitrile extract and the metabolites dicifrand citrinin,
obtained fromP. citrinumin Artemia salina Allium cepaand Saccharmices cerevisigeas
preliminary analyses for the toxicogenic and antitumor evaluation of citrinin in murine models
for Sarcoma 180 and for 7, A2methylbenzanthracene induced breast cancer with behavioral,
biochemical, histopathological and immunohistooiwl (Ki-67) monitoring. The acetonitrile
extract and the isolates werkaraderized by liquid and gas chromatography. NaupliAof
salina were exposed to the compounds for 24 and 48 hoursAlncepafor 72 hours.
Oxidative/antioxidant evaluation wagrformed on pre, e@and postreatment with HO2 in S.

cerevisiae Ci trinin at concentrations of 0. 5; 1
Sarcoma 180 ascitic fluid cells and reincubated for 4h in a stove at 37 °C and b&t&2O
addition ofc e | | S u s p e n s(4,5aimethylthi@zol2yl)-2,5aiphenylt&trazolium] (5

mg/mL). Then, 0.5 x 10cells/mL of the suspension were subjected to alkaline and
micronucleus comet tests. Breast cancer in ferMis musculusvas induced by 7,12
dimethytbenzanthracene (6 mg/kg, orally). The vehicle was olive oil (10 mL/kg) and citrinin

t est ed -§orally and gydlobhpsphamide (25 mglkdntraperitonially) as a positive

control. Breast cancer induction occurred within 11 weeks, and citrimapfén 3 weeks. In

A. saling the acetonitrile extract, citrinin and dictinin A displayed a toxicity withsdqR4
hours) of 2.03 g9/ mL, 1. 71 se(gA/8mlh oaurr s )2 .0F 9 Oc¢
0.54 g/ mL and 0. 5 A ceagcbmpbunds werescytadorid by lowenitgtic | n
index and mutagenic by the increase of micronuclei and chromosomal alterations. The extract
and its metabolites were antioxidants againgdHn proficient strains of. cerevisia@nly at

low concentrations, ahmutant for cytoplasmic and mitochondrial superoxide dismutase. ClI

of citrinninS180 <cell s was 3.77 e€g/ mL, and at con
cytotoxic as doxorubicin (2 g/ mL). At 0.5
mutagenicityinSL 8 0 cel |l s, especi al | wmagdsimBarte hydragédn, du
peroxide (10 mM), by mechanisms associated with cytogenetic damage, especially apoptosis.
Breast cancer was characterized by invasive mammary carcinoma by immunohistochemistry
and histopathological analysis, and citrinin induceshajoxic effects in breast, marrow,
lymphocyte and liver cells, and mutagenic by the formation of micronuclei, bridges, buds and
binucleate cells in bone marrow bone and liver. We did not observe any changes in organ
weights, except for the breasts. Therere similar effects of genotoxicity for citrinin and
cyclophosphamide, but repair of lymphocyte damage was observed only in therapy with
citrinin, which showed antitumor action, by cytogenetic mechanisms, possibly associated with
oxidative stress. The kagtive compounds obtained from the acetonitrile extralt oftrinum

are sources for pharmaceutical antitumor formulations.

(

Keywords: Citrinin. Breast cancefGenotoxicity Mutagenicity Apoptosis
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1.INTRODUCAO

Ambiente marinho: Prosperidade para terapias antitumorais

OLIVEIRA FILHO, J. W. G.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade2 umafonte valiosade dadosbiol6gicosimportante paradescoberta
dedrogas os metabdlitodde fungosenddfitosentramnessecenariodespertando interessealo
setor farmacéutico(BARREIRO; BOLZANI, 2009; ZIMMERMAN; VITOUSEK, 2012;

XIAO et al,, 2014 ZHENG et. al., 2015 como tambénfontes genética para a biotecnologia
(PORRASALFARO; BAYMAN, 2011 YAN et. al., 2015). Cerca de80% dos fungos
endofiticos estudados produzem metabdlitos ativos, influenciados por condigcdes ambientais,
parametros de fermentacéo, tempo, temperaturappktientesBLUNT et. al., 2015ZHENG

et. al.,, 2015 e o ambiente marinho apresenta caracteristicas peculiares de temperatura,
salinidade, pH, baixo potencial hidrico, além de altas concentracdes d@spdigroporciona

e exige adaptacdes de microrganismos endofitiamneequentementafluenciana prodicao

de metabdlitos secundaripsculiare{RAGHUKUMAR, 2008).

O Penicilium é um género de fungos ascomicetos sendo um dos mais comuns que
ocorrem em varios ambientes, como solo, ar e ambientes extremos (temperatura, salinidade,
deficiéncia de dgua e pH) e esta associado com plantas, algas e produtos alimentares especificos
(YADAY et. al., 2018)0 Penicilliumcitrinum, pertencateao filo Ascomycotag¢ filamentoso
e de crescimento rapido, encontrado preferencialmente em ambientes terrestres, nig@entanto
sido encontrados em organismos eucariotos marinhos (ANDRADE, 2Ald¥p&ie P.
citrinum é produtora de v&s metabdlitos secundarios, em especial Citrinina (CIT)
(WAKANA et al., 2006, sendo a primeira micotoxina isolada desse fRyAHASHI et al.,

2007). A CIT éummetabdlito pertencente ao grupo dos policetiégdosisolada pela primeira
vez em 931 pordois pesquisadores, Hetherington e RaistEHACKER; CARLTON,;
SANSING, 1997).

A CIT é capaz de desencadear nefropatia, hepatotoxicidade, aléomdedo de
adenoma renal em varios modelos celulares e em animais (MATE et al,, @0fhd)também
atividades antioxidantes (ARORAHANDRA, 2011), atividades citotoxicas (CHEN et al.,
2011, atividadesantibacterianas (LAl et al., 2013ntihelmintica(FAKHAR et al., 2013)
Também foi relacionada como indutora de micronucleo (MN) (CHBNIAO, 2007)e
apoptose alterando a permeabilidade da membrana mitocondrial interferindo no sistema de
transporte, além de alterar o fluxo de ions célcio no cortex rerEANG et. al., 2009)No
entanto, os resultados relativdsua genotoxicidade, mutagenicidadeaecinogenicidade sao
controversos (FLAJSPERAICA, 2009; SHIPAN, 2012).0 seuco-metabdlitoDicitrinina-A
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(DIC-A), um dimeroobtido a partir da fermentac@le extratos contendo o fungo citrinum
geralmente quando CIT é componente majoritrem participado de protocologsle
investigagdo para elucidar seu®vaveis efeitos bioldgicorAO et al., 2011)Resultados
mostraamatividadesitotoxicas, antimicrobianas e pronunciada atividade inibithet enzima
acetilcolinesteraspara a DIGA (LIU et al., 2016).

Ali et al. (2012) declararangue un passo importante para a descoberta de agentes
antitumorais de maior eficiéncia estd na premissa do estudo mais detalhado de produtos
derivados de fontes naturalS.importante frisar que segundo os dado§t#bal Burden of
Disease Collaboration(2017) 17,5 milhdes de pessoas, em todo o mundo, foram
diagnosticadas cos@incer s6 em 2015, sendo registra®l@ milhdes débitos por causaadsa
doencano mesmo andsegundo o INCA2016), estimativa para o Brasil, biénio 202617,
aponbu a ocorréncia de cerca de 600 mil noeasosde cancersendo o cancer mamario um
dos mais comun® cancer de mama € uma doenca heterogénea, na qual tumores mamarios
que apresentam as mesmas caracteristicas histoldgozsm ter comportamentos clingco
distintos expressos pela sua bioloB®RGES et al., 2017No Brasil, € aipo mais comum
de cancee representa a principal causa mortalidade entre as mulhe(d8CA, 2018).Em
termos mundiais, estinge que a incidéncia d@ncer podaumentar em 50% em 2020, com
15 milhdes decasos novo$CAVALINI et al., 2012) Sé em 2016 foram esperadoS7.960
casos novosle cancer de mama no Brasil, com risco estimado de B&s23 a cada 100 mil
mulhereqINCA, 2016) Nos ultimos anos, a incidéiacdenovos @sos de cancele mama em
mulheres jovendem aumentade acreditase que essas taxas elevadas sejam relacionadas ao
diagnostico tardigPAZ et al., 2018)Portantg mesmo considerando os avangos terapéuticos
para o cancer de mama, terapias alteraatsdo necessarias devido ao alto indice de
mortalidadeNesse contdo a espéci®enicillium citrinumtem sido retratada com um grande
potencial para uso em varias apliées biotecnoldgicas e farmacéuticas (LIU et al., 2017; YU
et al., 2018}, em especiakcomo agente antitumoral.

Modelos de cancer de mama, induzidos quimicamente, sdo utilizados para mimetizar a
carcinogénese da mama humamesmo sabendo das limitacGgsanto a extrapolacdo de
resultados para humanollessa perspectivdodos os modelos em ratos e camundongos
apresentam vantagens e limitacdes peculi&utesdt al., 2015ALVARADO et al., 2017). Um
carcindgenajuimicomuito utilizado para a inducdo do cancer de mama em fémeas de ratos e
camundongos é o 7,4fmetilbenzantraceno (DMBAEste potente carcinégeno, indutor de

danos ao DNA, é muito utilizado nas investiga¢des, néo clinicas, de compostos com provaveis
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propriedadesintitumorais KARNAM et al., 2017,ALVARADO et al., 2017) Nesse aspecto

a avaliacdo toxicogenética de produtos naturais e/ou farmacéuticos pode ser realizada em
diversos sistemas teste, incluindo os estudos de mutacdo de genes em bactérias @vestes

e in vitro para avaliacdo citogenética em célutagariotas(BRAMBILLA ; MARTELLI,

2009)

Dentre os testes citogenéticos, o tesiteim cepaapresenta diversos biomarcadores
para a analise de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidadetagenicidade, demonstrando
resultados similares aos testes com animais (ISLAM et al., 20b8) estudosle estresse
oxidativo e demais eventdsxicogenéticos 0 ensaio utilizand@accharomyces cerevisiae
possui caracteristicas que a tornam modelo déacélcariota, no estudo dos mais diferentes
compostosapresentado varios genes funcionais e semelhantes aos dos seres humanos
(GANCEDO, 1998; SOARES ANDREAZZA; SALVADOR, 2004) com um sistema
endogeno de ativacdo metabdlica por um compleraimatico (citocromo P450) e
detoxificacdo (TOUSSAINT et al., 2008Qutros testes, a exemplo dos testes comeda
micronucleoséao recomendandos pardeteccao de danas material genétigNIKOLOVA ;
MARINI; KAINA , 2017).

Considerando o grande pot@icbiotecnoldgico de produtos naturaisolados de
fungos endofiticosassociads a diversidade de testes toxicogenéticos, com aplicacdo de
biomarcadores citotéxicos, citogenéticos, além de modelososindutores de cancer de
mamae de sarcomaste estudo objetivou realizabioprospeccéao toxicogenétieantitumoral
do extrato acetonitrila  fungo endofiticdPenicillium citrinum(EACNP(), extraido daalga
Dichotomaria marginta, bem comode doisdos seus metabdlitos secundérios (Citrinina e
Dicitrinina-A), com aplicacdo de biomarcadores citogenéticos em ensaios nao c¢hinitas
e in vivo, além @ monitoramento comportamenta bioquimicos, hematoldgicos,
histopatoldgicos, imunoistoquimico e citogenétiens camundongos fémeagrgens,com

carcinomaductal de mama.

Estruturalmente, stateseesta dividida enquatro capitulos(Figura 1). O primeiro
capitulo trata de uma revisao sistematica envolvendo discussfes sobre as principais atividades
biologicas e farmacologicaselacionadas ao metabdlititrining, metabdlito majoritario do
EACNPc resultando em artigo publicado dornalFood and Chemical Toxicolog)A2 em
Biotecnologia, com fator de impacto 3,970 segundo capitulo abordaavalia@estoxica,
citotoxica e citogenética dBACNPg citrinina e dicitrininaA, obtidos do fungd?. Citrinum,

resultando em artigo submetido ao JbrMatation Research Genetic Toxicology and
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Environmental Mutagenes{®81 em Biotecnologia, com fator de impa&a04) O terceiro
capituloexpdea atividade antitumoral da citrinina poecanismos citogenéticos induzsaom
modelo de Sarcoma 18@ que gerou artigo submetido ao JoriaBMB Life (B1 em
Biotecnologia, com fator de impacsa236) E, por fim, o quartocapituloque tratados efeitos
antitumorais da citrinina, com monitoramestoxicologico e citogenéticem camundongos
fémeas virgens,com cancer de mamaduzidos porDMBA, culminando com o artigo
submetido ao Jorn&lellular BiochemistryfA2 em biotecnologia, com fator de impacto 2.959)
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Figura 1. Esquema representativem capitulosda tese
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Capitulo 2
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Avaliar os parametros toéxicos, citotdxicos e citogenéticos do extrato acetonitr
Penicillium citrinum citrinina e dicitrininaA por meio dos ensaios coArtemia
saling Allium cepae Saccharomyces cerevisiae
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Capitulo 3

Avaliagéo antitumoral emlinhagem celular S 180
Avaliar os mecanismos citogenéticos induzidos pela citrinina
cultura priméria de Sarcoma 180

Modelo animal conDMBA
Capitulo 4
Avaliacédo antitumoral em camundongogémeas
Interpretar os efeitos antitumorais da citrinina, além de monitorar param
comportamentais, bioquimicos, histopatoldgicos, imhistoquimicos para K&7 e
citogenéticos em modelo com camundongos fémeaens,com cancer de mama em terag
com citrinina
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2.0OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Realizar bioprospeccao toxicogenéticaettrato deacetonitrilado fungo endofitico
Penicillium citrinum(EACNPQ), isoladodaalga Dichotomaria margiata, bem como dos seus
metabolitos secundarios (Citrinina Bicitrinina-A), com aplicacdo de biomarcadores

citogenéticos em ensaios nao clinigcositro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

1 Realizar uma revisdo sistematiemvolvendo as principais atividades biol@gic
relacionadas ao metabdlitdrinina, meabdlito majoritario do Extrato Acetonitrila do
fungoPenicillium citrinum(EACNPQ, considerando estudosvivoein vitro, além de
identificar os mecanismos de inducéo de apoptose e/ou necrose

1 Avaliar o0s efeitos toxicos citotdxicos, genotoxicos, mutagénicos e
oxidantes/antioxidantes do extrato acetonitflACNPQ, citrinina e Dicitrinina-A do
fungo Penicillium citrinum através dognsaios com Aemia salina Allium cepae
Saccharomyces cerevisjae

1 Analisar os efeitoantitumorais d citrinina em cultura priméaria de Sarcoma 180, por
mecanismos citogenéticos indicativos de genotoxicidaugagenicidade apoptose,
com aplicagdo do ensaio cometaeste de micronucleos com bloqueio de citocinese
(CBMN);

1 Avaliar os efeitos antitumorais da citrinina em carcinomaanario, induzido pelo 7,12
dimetiltracenoem fémeas virgenom monitoramento toxicogenético por meio do
ensaio cometa e de micronucleaEmda investigacdoas niveis de reparo, apoptose
e monitoramento dos parametrosmportamentais, bioquimicos, histopatolégicos e
imunc-histoquimico, durante a inducao do cancer de mateeapiacomcitrinina em

camundongos fémeas
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3. REFERENCIAL TEORICO

Ambiente marinho: Fonte inesgotavel de produtos naturais.
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3.REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungosendofiticos marinhos

Os oceanos cobrem quase 70% da superficie terrestre e possuem uma enorme
diversidade ecoldgica, quimica e biologica (JIMENO et al., 2RO0OA; SWANGWONG
2004 ROMANO et al., 2017)Osmicrorganismosnarinhos tém sido uafontedesubstancias
com enormeootenciala candidatos de drogagerandametahlitos secundarioende muitos
destes compostosornaramse comprovadamentejmportantes agentes antibacteriangs
antifungicos antihelminticos antiprotozoarios, antitumoraisaatialérgicosonde fungos séao
relatados como produtores de tais compostos devido a seus mecanismos de defesa e metabdlito:
derivado§BHATNAGAR; KIM, 2012).

Romano et al. (2017) ressalta qgedaras condi¢des quimicasisicas do mar também
favoreceram a producéo de uma grande variedade de novas moléculas em organismos marinhos
que sdo unicos em termos de diversidade e caracteristicas estruturais e funcionais em relacao &
compostos isolados de plantas terrestReenet al. (2015) acrescentam que essa diversidade
apresentaum reservatério de nes substanciasbioativas com um 6timo potencial
farmacéutico

O interesseientifico pela pesquisa dmetabdlitosoriundos doambientemailinho foi
manifestado pela primeira vez em 1960, na cidade de Nova I@&qeetir daConferéncia
Internacional sobre Bioquimica e Farmacologia de Substanciésigem Marinha.Nesse
encontro cientifico, quimicos, bidlogogamacologos, concentraram esfor¢cosseatido de
se estabelecer uestudo mais racional sobre as substancias (metabdlitos secundarios) presentes
emorganismogie origemmarinte. Com o0s avangos das técnicas de isolamento e elucidacao
estrutural, tornotse possivel a identificacdo oh€imeras moléculas, algumas delasadas de
importantes atividades quimicas e biol6gi@@ANNOU et al., 200; ANDRADE, 2019.

Desta formaorganismos marinhos sao fontes potencialmente férteis na producdo de
metabdlitos secundarios com alta atividad#dgjica apresentando pistas Uteis para a obtencéo
de novos agentes farmacolégicos (GAMAL, 2010). Em particular, os fungos tém preferida
escolhgara tal propositqois sua natureza filamentosa permite invadir certos organsares
exploracdo,além de sewpotencial poder secretate enzimas extracelulares extremamente
eficientes KAR et al., 2014).
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3.2Biodiversidade de metabdlitos de fungos endofiticos

Os nichos ecolégicos encontrados no ambiente marinho também s&o capazes de induzir
0S microrganismos enddfitos a sintetizar novos metabolitos que funcionam como fonte de
investigacdo as possiveis aplicacoes para a formulacdo de medicamentos inovadores
(OLIVEIRA; FELICIO; DEBONSI, 2012; HULIKERE M; JOSHI, 2017). No entapadguns
pesquisadees afirmam que organismos enddfitos herdam a capacidade de sintetizar
metabolitos secundarios do organismo que esta hospedazoréo), o0 enddfito € capaz de
fabricar seus metabdlitos e estes, muitas vezes, acabam sendo utilizados pelo organismo que
hosped (STROBEL DAISY, 2003; HULIKERE M et al., 2017)A exploragdo de
microrganismos para aplicagdo e/ou uso comercial constitui um fértil e promissor campo de
pesquisa, pois apresentam facil culti@®ANNA et al.,, 2014;KAR et al, 2014). Fungos
endofiticosmarinhos sdo organismos basicos e preferidos para a obtencdo de metabolitos
secundarios, apresentam a capacidiederneceflavonoides, alcaloides, peptidepslifenois
e policetideos (HULIKERE MIOSHI, 2017)

Em geral as espécies relatadas como endofitas de diferentes organismos séo
pertencentes addos Ascomnycota, Basidionjcota e Zygomicotg sendo o filobAscomycota
representante de importantgénerosconmumente mais isolados, con®enicillium spp
Aspergillussppe Fusariumspp (ZHENG et al., 2016)Em consequéncia deansferéncia de
genes fungos enddfitos e hospedeiro apresentam caminhos parecidos lpassirdese de
metabdlitos secundariosSOLIMAN et al., 2013) além das adaptacdes especiais desses
organismos as condigcbes impostas pelo memno salinidade, pH e temperatura
(RAGHUKUMAR, 2008) influenciandg assim na diversidade de metabdlitdSonsiderando
a biodiversidade de espécies endofitibéisuma diversidade de substancias bioativas que sao
potencialmente U(teis para industria farmacéutica, das quais incluimos criptomicina,
gentiopicrina, alcaloides espiroquinazolina, taxol, vimblastina, vincrjstergre muitos outros
(BARROS RODRIGUESFILHO, 2005;RAGHUKUMAR, 2008;YIN et al., 2009KUMAR
et al., 2013; SOLIMAN et al., 2013; ZHENG et al., 2D16

Varios estudos relataram a obtencdo de metabdlitos secundérios oriundos de fungos
enddfitos deorganismos marinhoglgas plantase animaiy com interesse farmacolégico
(Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos mai

) ] Fungo Metabdlito Atividade o
Organisme marinhs ] . o Referéncias
isolado secundario Bioldgica
Actinotrichia  Penicillium ) ) Tsuda et al.
. . Alcaloide Antitumoral
fragilis citrinum (2004
Polysiphonie  Apiospora ) Antitumoral  Klemke et al
] ] Diterpeno ]
. viohcea montagnei (linhagem HepG (2004
% Indutor de Deshmukh;
£
o Physcion apoptose e ERC  Prakash;
>
Lomentaria Microsporun (linhagem HelLa Ranjarf2017
catenata sp Indutor de Deshmukh;
Alga Neoechinulin / apoptose Prakash;
(linhagem HelLa Ranjarf2017%
) _ ) ) Tetrapeptidec )
5 Codium fragil Fusariump o Antitumoral Ebel2010
> ciclico
Antibacteriana
% Laminaria  Aspergillus _ Citotoxicidade Zhuravleva e
% ) ) Alcaloides .
s sachalinensic  carneus (Linhagem celuli  al.(2012
T-47D)
Angiosperma Halodule o . Inibidor do virus Rowley et al
o o Scytalidiusp Hexapeptidec )
monocotileddénea wrightii Herpes simples (2003
Peixe Scalus Penicillium ] ] . Sasaki et al.
) . o Alcaloide Antibacteriana
(tubo digestdrio) ovrfrons citrinum (20053

Citando outro exemplo, umovo policetideo isolado do fungo endofiusariumsp,
associad a alga marinh&argassm wightii, mostrou atividade citotoxica contepa de
Plasmodium falciparuntKAUSHIK et al., 2014) Além dissg varios estudos tém revelado a
descoberta de novos metabdlitos secundarios de fungos endéfitos e sua principal bioatividade
(ZIMMERMAN ; VITOUSEK, 2012;ASAI et al., 2013XIAO et al., 2014) Entre os anos de
2000 a 2005aproximadamente 100 novos metabdlitos de fungos endofitos marinhos foram
descritos, no entantentre os anos de 2006 e 2010, um total de 690 metabdlitos secundarios
foram descritos como produtos isolados de fungos endofitos marinhos (BLUNT et &]., 201
HASAN et al., 2015)
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3.2.1Diversidade estrutural dango Penicilliumcomo fonte de metabddis secundarios

O estilo de vida dos fungos enddfitos influencia fundamentalmente na diverdidade
processos metabdlitoe fungos pertencentes ao génBemicillium fazem parte de um dos
grupos mais importantes e extensivamente estudatbwsdo a variedade metabdlica e
adaptabilidadgdRABHA; JHA, 2018).0 géneroPenicillium se tornou popular por conter
exemplares que foram responsaveis por contaminar o famosonexpieride Alexander
Fleming permitindo a descoberta do antibiético penicilif]LEMING,1929. Uma das
principais funcdesa naturezagosorganismos pertencentes a esse género, esta relacionada a
decomposicdo da matéria organis&m disso,apresentam altdesempenhpa producéo de
uma vasta e diversificada quantidade de metabdlitos secundarios (FRISSAMDSON,
2004).

O Penicillium é um género de fungos ascomicetosos e tem um papel importante em
VArios processos naturais. A presenca amphagesente da espééenicilliumfoi pesquisada
em diversos estudos. De acordo com uma andlise abrangente da liteeaticiliumé um dos
fungos mais comuns que ocorrem em varios ambiegiltas, deestir associado com plantas e
produtos alimentares especificos.

Atualmente o género apresenta mais de 350 espg@esrecente artigde revisapo
Penicilliumé relatado como o segungénero mais comum de fungos marinhiBNES ¢al.,

2015) Penicilliumssp.pertencen ao filo Ascomycota se reproduenfabricando esporos em
esporangios especiais denominados de a&si80o presentes no sodw,agua alimentosalém
de apresentarem @oder de crescimentem ambientes questentamcondi¢cdes bastante
varidveis quanto a temperatura, salinidadificiéncia de dgua pH (YADAV et al., 208),
bem como hospeda organismosmais complexos desenvolvendaoma inteira relagéo
simbidtica, caracterizandms organismos denominados eedofitos.

As espécies pertencest@o géneroPenicillium sdo detentoras de varias rotas
metabdlicas, gerenciadas por genes especificos, pgumitem aproveitar 0os nutrientes
disponiveis, permitindo hiossintese de potentes biomoléculas, como as mic@exsendo
muitas utilizadascomo antibidticos e antifingicos, além de outros metabdlitos secundarios
aplicados como imunossupressores e antitumoréBAGIE et al., 201 Enfim, devido a sua
enorme diversidade e existéncia em ambientes extredesgmpenam um importante

potencial no campo da medicina e biotecnol@gigura 1).
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Figura 1. Principais atividades bioldgicas e diversidade de metabdlitos secundi

enddofitos do génerBenicillium
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Fonte:OLIVEIRA FILHO, J. W. G.
3.2.2 Atividades Bioldgicas de metabdlitos extraidos do fungo end#itillium citrinum

A espécieP. citrinum corresponde aim fungo filamentoso de extensxpanséo
territorial, e bem conhecido pelo potencial geoducdo de metabdlitosecundarios
(BENNETT, KLICH, 2013). Estudosdemonstram que a espédpe citrinum produz uma
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