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Objetivos

Este trabalho tem como o objetivo o isolamento
de metabdlitos hidrossoluveis a partir do meio
de cultivo da linhagem fangica M3 que
apresentem atividade biolégica contra os
parasitas P. falciparum, Leishmania spp. e T.
cruzi, contra as bactérias do grupo super-
resistente ESKAPE, contra os fungos fito-
patogénicos Rhizoctonia solani, Fusarium spp.
e Pratylenchus brachyurus ou atividade
citotoxica contra células tumorais. Isso serd
feito através das seguintes etapas:

a) Crescimento em escala ampliada da
linhagem fungica M3 para a producdo de
guantidade suficiente de cultura para o
isolamento de metabdlitos bioativos de seu
extrato;

b) Realizacdo do isolamento e purificacéo,
monitorados por bioensaios, das substancias
ativas produzidas pela linhagem M3. Para tanto
serdo realizadas diferentes etapas de sepa-
ragdo cromatogréfica e purificagcao por HPLC;
¢) Realizar a completa identificacdo estrutural
dos metabdlitos bioativos isolados e puirifi-
cados, utilizando-se técnicas espectroscépicas
e espectrométricas.

d) Avaliacdo da atividade biolégica das
substancias puras e identificadas.

Métodos e Procedimentos

O fungo M3, espécie ainda nédo identificada, foi
isolado a partir das visceras do caranguejo
Pilumnus dasypodus Kingslay e preservado em
criovials contendo solugdo de glicerol/agua
25% (v/v) em freezer a -80 °C. A linhagem foi

reativada em placas contendo o meio de
cultura marine agar (figura 1).
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Figura 1: Placas de marine agar contendo o fungo
M3 em diferentes estdgios de crescimento.

Placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias.
Este in6culo serviu para preparar culturas do
fungo M3 em 9,4 L de meio de cultura liquido
composto por PDB (potato dextrose broth) e
sais inorgéanicos para simular 4gua do mar. O
crescimento do fungo foi acompanhado a partir
do monitoramento da queda da concentragcdo
de glicose do meio. A incubacdo foi inter-
rompida depois de 42 dias. Apos este periodo,
0 meio de cultura foi filtrado para a remocé&o do
micélio e o meio de crescimento foi submetido
a uma série de etapas de fracionamentos
cromatograficos (figura 2).

O extrato aquoso foi dessalinizado utilizando-se
uma mistura de resinas XAD (Figura 2). A
fracdo dessalinizada foi fracionada por
cromatografia por exclusdo de tamanho em
uma coluna de Sephadex LH-20 (eluente:
MeOH/H20 1:1). As fragBes obtidas foram
analisadas por HPLC-ELSD-UV-MS e reunidas
de acordo com sua similaridade
cromatografica. As fragbes finais foram
enviadas para serem testadas nos bioensaios
mencionados.
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Linhagem fingica M3 + Meio(s) de Cultura

1. Incubago;
2. Filtragiio;
3. Extragiio com AcOEt (3x, 1:1, v:v);
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4. Extragio com XAD-2, XAD-4 e XAD-7;

5. Filtragdio;

6. Extragdo da resina com MeOH;

7. Extracio da resinacom MeOH/acetona 1:1;

4. Evaporagdo;
5. Redissolver em MeOH;
6. Partigio com hexano;

8. Filtragio e evaporacio;
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Figura 2: Procedimento adotado para o
fracionamento dos extratos organico e aquoso do
meio de crescimento do fungo M3.

Resultados

O extrato orgénico obtido a partir da particao
com acetato de etila (AcOEt) foi codificado
como M30. O extrato aquoso obtido a partir da
dessalinizacdo com a mistura de resinas XAD
foi identificado como M3R (figura 3).

Meio de cultura
da linhagem fingica M3

M30 M3R
4,4891 g 18,8279 g
Figura 3: Massas dos extratos organico bruto (M30)

e aquoso bruto (M3R) obtidos a partir do
crescimento em escala ampliada do fungo M3.

O fracionamento do extrato M3R foi realizado
por cromatografia em Sephadex LH-20. As
fracbes obtidas foram analisadas por HPLC-
ELSD-UV-MS e reunidas em trés fragdes finais,
M3RA, M3RB e M3RC, de acordo com sua
similaridade cromatografica (figura 4). Estas
trés fracbes foram enviadas para testes nos
bioensaios mencionados. Os resultados dos
ensaios anti-malarico e anti-fingico foram
negativos para todas as fragdes.
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Figura 4: Cromatogramas detectados em 254 nm
para as fragbes M3RA, M3RB e M3RC.

Conclusoes

O crescimento em escala ampliada da
linhagem de fungo M3 permitiu a obtencdo de
uma grande quantidade de fra¢éo hidrossolivel
a partir da adsorcdo da fragdo aquosa em
resinas do tipo XAD-2, XAD-4 e XAD-7. A partir
do fracionamento desta fracdo dessalinizada
por cromatografia de exclusdo por tamanho e
andlises por HPLC-ELSD-UV-MS foi possivel
observar que o extrato M3R apresenta uma
grande variedade de metabdlitos secundarios,
muitos dos quais apresentam massa molecular
acima de 300 Da. Muitos destes compostos
sdo detectados apenas por um dos modos de
ionizacdo do espectrbmetro de massas,
principalmente em modo negativo, indicando
que possivelmente devem apresentar grupo
ionizavel, como &cido carboxilico (-CO2zH).

Os resultados dos demais bioensaios seréo
utilizados para selecionar as fracdes para
serem separadas e os compostos purificados.
Os compostos isolados deverdo  ser
completamente identificados por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, bem
como avaliados nos ensaios de atividade
biolégica.
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