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1. INTRODUGAO

O céancer de pele € o tumor mais frequente na populagdo brasileira e
corresponde cerca de 30% das neoplasias malignas registradas no pais (INCA,
2020). O melanoma consiste na forma mais agressiva de carcinoma de pele, o
qual apresenta elevado potencial para formar metastases e resisténcia ao
tratamento (LEONARDI et al., 2018). Uma vez que a incidéncia desta neoplasia
tem aumentado de forma alarmante em todo o mundo nos ultimos anos (CARR et
al., 2020), a busca por novas estratégias terapéuticas sdo essenciais.

Evidencias sugerem que plantas medicinais sdo colonizadas por fungos
endofiticos, os quais sdo capazes de produzir uma variedade de metabdlitos com
atividade terapéutica representando assim, uma fonte promissora de compostos
bioativos (STROBEL; LONG, 1998; JIA et al., 2016). Recentemente descrevemos
o isolamento de um fungo endofitico a partir da planta medicinal Achyrocline
satureioides, cujos compostos apresentaram interessante efeito citotoxico sobre
linhagens de glioblastoma (PEDRA et al., 2018).

Diante do potencial citotdxico exibido pelo microrganismo isolado, o presente
estudo visou elucidar a taxonomia do fungo endofitico de A. satureioides e avaliar
o efeito dos metabdlitos bioativos sobre a linhagem de melanoma humano (A375).

2. METODOLOGIA

2.1 Isolamento e identificagcao do fungo endofitico de A. satureioides

O fungo endofitico foi isolado de caules sadios de A. satureioides conforme
PEDRA et al (2018). Para a identificagcdo molecular, a extragdo do DNA genémico
do fungo foi realizada de acordo com DOYLE (1990) e a amplificacdo da regido
ITS (do inglés, ‘Internal Transcribed Spacer’) determinada via reagdo em cadeia
da polimerase utilizando os primers ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). Apds, a analise das sequéncias amplificadas e
sequenciadas foram realizadas através da ferramenta BLAST (NCBI).

2.2 Preparacgao da fragao Fpcy do fungo endofitico de A. satureioides

Os micélios do fungo endofitico foram inoculados em meio de cultivo
liquido batata-dextrose, mantidos em estufa a 25 °C e luminosidade controlada.
Apods 25 dias, os compostos produzidos pelo fungo e liberados no meio de cultivo
foram extraidos com o solvente orgéanico diclorometano e a fase organica
rotaevaporada a pressao reduzida. Posteriormente, a extracdo de fase sodlida foi
realizada utilizando cartucho de fase reversa utilizando metanol 50% conforme
descrito por PEDRA et al (2018), resultando na fragao Fpcu.



7@ SEMANA

INTEGRADA XXI1l ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
UFPEL 2021

2.3 Cultura de linhagem de melanoma e analise da proliferagao celular

A linhagem de melanoma humano (A375) foi cultivada em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram semeadas
em uma densidade de 5x103 células por pogo, mantidas em estufa de CO,, a 37
°C e atmosfera umidificada. As culturas foram expostas a Fpcy em concentragdes
crescentes de 1 a 20 ug/mL durante 24, 48 e 72 h. Posteriormente, a proliferacao
celular foi avaliada pela coloragdo de proteinas celulares através do reagente
Sulforodamida B. Células nado tratadas foram utilizadas como controle.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padréao 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

O fungo endofitico isolado de A. satureioides é caracterizado por coldnias
filamentosas de coloragdo branca com superficie algodoada e reverso marrom-
avermelhado (Figura 1A), possuindo hifas hialinas e septadas que ramificam-se
em fialides cilindricas com conidios unicelulares nas extremidades dos ramos,
conforme descrito por PEDRA et al. (2018) (Figura 1B). Entretanto, devido a
dificuldade de caracterizagdo das estruturas reprodutivas, o microrganismo nao
pbde ser identificado com base em seus aspectos morfologicos.

Neste contexto, para identificar a taxonomia no fungo endofitico de A.
satureioides, a regiao ITS do DNA foi amplificada e sequenciada. Com base nos
dados moleculares obtidos, o fungo endofitico de A. satureioides foi identificado
como Biscogniauxia sp., uma vez que a sequéncia de nucleotideos exibiu 99% de
similaridade com fungos pertencentes a este género (GenBank: KP306931;
FJ884075).

Figura 1. Fungo endofitico isolado de A. satureioides. (A) Colénia de coloragao
branca algodoada e reverso marrom-avermelhado. (B) Estrutura microscopica
(40x) demonstrando hifas hialinas septadas (seta pontilhada vermelha), fidlides
cilindricas (seta preta) e conidios unicelulares (corados em azul).

Membros do género Biscogniauxia sp. compreendem fungos ascomicetos
da familia Xylareaceae (LIU et al., 2019) e sdo encontrados naturalmente em
espécies de Cinnamomum sp. (CHENG et al., 2012), Equinacea sp. (CARVALHO
et al., 2016) e Dendrobium sp. (MA et al., 2020). No entanto, este consiste no
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primeiro estudo descrevendo a ocorréncia deste fungo endofitico em espécies de
A. satureioides.

No presente estudo verificamos ainda que os compostos provenientes do
metabolismo secundario de Biscogniauxia sp. exibiram efeito citotoxico de
maneira tempo e concentragdo dependente (Figura 2). A fracdo Fpewm
(concentracao de 20 ug/mL) reduziu a proliferacdo das células de melanoma em
cerca de 30% e 75% apds 48 e 72 h de tratamento, respectivamente, quando
comparado ao controle.

Os efeitos citotoxicos de compostos produzidos por espécies de
Biscogniauxia tem sido documentados em diversas linhagens tumorais humana,
como cancer de colon (SW80), cancer cervical (HeLa), adenocarcinoma de
pulmao (A549) e leucemia mielogénica (K562) (ZHAO et al., 2016; MA et al.,
2020). Entre os metabdlitos bioativos relacionados com tais efeitos destacam-se
0s compostos pertencentes a classe das azafilonas, meleinas, meroterpenoides e
sesquiterpenos (CARVALHO et al., 2016; ZHAO et al., 2016; LIU et al., 2019).
Diante do exposto, pode-se inferir que a A. satureioides hospeda um fungo
endofitico capaz de produzir compostos com propriedades antitumorais.
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Figura 2. Analise do efeito antiproliferativo de fracdo Fpcy de Biscogniauxia sp.
sobre linhagem de melanoma humano A375 apds 24, 48 e 72 h de tratamento.
Células nao tratadas foram utilizadas como controle (‘C’). Os dados foram
expressos como meédiaterro padréo, analisados por ANOVA seguido de post-hoc
de Tukey e considerados significativos quando P<0.05. *****Significativamente
diferente do controle (P<0,001 e P<0,0001, respectivamente).
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4. CONCLUSOES

O presente estudo consiste no primeiro relato descrevendo Biscogniauxia
sp. como um fungo endofitico de A. satureioides. Além disso, verificamos que os
metabdlitos produzidos pelo Biscogniauxia sp. foi capaz de reduzir
significativamente a proliferagdo celular da linhagem de melanoma humano,
sugerindo um elevado potencial dos microrganismos endofiticos na produgao de
compostos bioativos de interesse farmacoldgico na terapia anticancer.
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