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1. INTRODUCAO

Os gliomas correspondem a grande maioria dos tumores intracerebrais
(SILVA et al., 2016) sendo o glioblastoma multiforme (GBM), glioma de grau IV, a
neoplasia mais agressiva do sistema nervoso central (LOUIS et al.,, 2016). A
migracao difusa de tais células tumorais no parénquima cerebral circundante
consiste em uma das principais causas do baixo prognostico dos pacientes
acometidos pelo GBM, cuja expectativa de vida varia entre 12 a 15 meses
(EISEMANN et al., 2018). Neste sentido, a busca por novas modalidades
terapéuticas capazes de reduzir a malignidade do tumor e aumentar a sobrevida
dos pacientes torna-se essencial. Os produtos naturais provenientes do
metabolismo secundario de microrganismos, especialmente fungos endofiticos,
consistem em uma ampla fonte de compostos bioativos (NISA et al., 2015). Tais
microrganismos vivem no interior de plantas medicinais e exibem diversas
propriedades farmacologicas, atuando como excelentes alternativas para a
descoberta de farmacos antitumorais (CRAGG; PEZZUTO, 2016). Plantas
pertencentes a espécie Achyrocline satureioides, popularmente conhecidas como
“‘macela” exibem diversas atribuicdes terapéuticas, inclusive atividade citotoxica
seletiva sobre linhagens de GBM humano (U251MG e U87MG) e de rato (C6)
(SOUZA et al., 2018). Neste contexto, o presente estudo visou investigar o efeito
de metabdlitos produzidos por fungo endofitico de A. satureioides sobre
viabilidade, proliferagdo e migragao celular de linhagem de GBM humano U138.

2. METODOLOGIA

2.1 Isolamento de fungo endofitico de A. satureiodes e identificagao
estrutural do composto 1

O fungo endofitico foi isolado de caules sadios de A. satureioides conforme
MACHADO (2009). Os micélios foram inoculados em meio de cultivo liquido
mantidos em estufa a 25 °C e luminosidade controlada por 25 dias. Os compostos
produzidos pelo fungo endofitico e liberados no meio de cultivo foram extraidos
com o solvente organico diclorometano. Posteriormente, o extrato obtido foi
fracionado conforme descrito por GALVAO et al. (2018) e a elucidagéo estrutural
do composto 1 foi realizada mediante analises de cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia acopladas ao espectrometro de massas (CLUE-MS).

2.2 Cultura de linhagem de GBM
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A linhagem de GBM humano (U138) foi cultivada em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram semeadas
em uma densidade de 5x102 ou 1x10% por poco, mantidas em estufa de CO,, a 37
°C e atmosfera umidificada. As culturas foram expostas ao composto 1 em
concentragbes de 0,05; 0,5; 1; 2,5; 5 e/ou 10 yg/mL durante 48 h. Células nao
tratadas foram utilizadas como controle.

2.3 Analise citotoxica

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)2,5-
difenil brometo de tetrazolina (MTT), cujo ensaio quantifica células
metabolicamente ativas. Ja a proliferacdo celular foi avaliada pela coloragao de
proteinas celulares através do reagente Sulforodamida B.

2.4. Ensaio de migragao celular

O impacto do composto 1 sobre a migragao celular foi realizada conforme
descrito por KACZMAREK et al. (2005). O ensaio € baseado no monitoramento do
fechamento de uma fenda realizada na monocamada de células confluentes nos
intervalos de tempo de 0, 18, 24 e 48 h de tratamento.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo e analisados por
ANOVA de uma via seguido de post-hoc de Tukey. Os resultados foram
considerados significativos quando P<0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, foi possivel o isolamento de um fungo endofitico o qual esta
em processo de identificagdo molecular, sendo o presente estudo, o primeiro
relato a cerca do isolamento de um fungo endofitico a partir de A. satureioides.
Durante o fracionamento dos compostos produzidos pelo metabolismo secundario
deste fungo endofitico, foi possivel detectar um composto cujas analises do
espectro de CLUE-MS o identificaram estruturalmente como uma lactona
macrociclica de férmula molecular C4H,00O4 sendo caracterizada como Sch-
642305 (Figura 1). Segundo CHU et al. (2003), esta lactona foi primeiramente
isolada a partir de Penicillium verrucosum. Além disso, Sch-642305 & descrita
como o principal composto produzido pelo fungo endofitico Phomopsis sp.,
exibindo interessantes efeitos citotoxicos sobre linhagens tumorais de carcinoma
colorretal humano (HCT-116), adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231)
e leucemia mielogénica humana (K562) (ADELIN et al., 2011).

Figura 1. Estrutura de Sch-642305 produzida por fungo endofitico isolado de A. satureioides.

E bem estabelecido que a U138 é uma linhagem celular que exibe uma
mutacgao da p53, cuja perda de funcionalidade esta associada a uma sensibilidade
diminuida aos agentes quimioterapicos que por sua vez, consiste em uma das
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principais caracteristicas relacionadas a baixa sobrevida dos pacientes
diagnosticados com GBM (SILVA et al., 2016). Conforme demonstrado na Figura
2A-B, a Sch-642305 reduziu significativamente a viabilidade e proliferacédo da
linhagem de GBM humano U138 de maneira concentragdo dependente, exibindo
valores de IC5, de 15,20 ug/mL e 7,59 ug/mL, respectivamente, sugerindo um
elevado potencial antiglioma. De acordo com EISEMANN et al. (2018), um dos
fatores que contribui significativamente com o desenvolvimento de
quimioresisténcia dos pacientes acometidos pelo GBM, €& a capacidade de
infiltracdo difusa das células tumorais no tecido cerebral adjacente. Desta forma,
identificar compostos que sejam capazes de inibir a migracdo celular torna-se
interessante. Como evidenciado na Figura 2C, a Sch-642305 inibiu em 36% a
migragao celular da linhagem de GBM humano U138 apds 48 horas de
tratamento na concentragdo de 0,5 pg/mL. Com base nos dados apresentados
pode-se inferir que esta lactona é capaz de interagir com componentes da matriz
extracelular responsaveis pela motilidade das células neoplasicas, reduzindo
assim, sua capacidade migratoria.
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Figura 2. Sch-642305 reduz viabilidade (A), proliferagdo (B) e migragao celular (C) de
linhagem de GBM humano U138 apds 48 h de tratamento. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle (‘C’). Os dados foram expressos como médiaterro padrao,
analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey e considerados significativos quando
P<0.05. *** Significativamente diferente do controle (P<0,0001).

4. CONCLUSOES

O presente estudo consiste no primeiro relato de um fungo endofitico isolado
a partir de A. satureioides. Além disso, foi identificado um produto do metabolismo
secundario do fungo endofitico isolado, a lactona Sch-642305, a qual foi capaz de
reduzir significativamente a proliferagcdo e migracéo celular de linhagem de GBM
humano, sugerindo um elevado potencial dos microrganismos endofiticos na

producdo de compostos bioativos de interesse farmacolégico na terapia
anticancer.
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