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RESUMO

As acdes farmacoldgicas da P. cupana, popularmente conhecida como guarand,
apresenta fungos endofiticos em diversas partes de sua constituicdo, que sdo
fontes de substancias bioativas naturais de uso terapéutico. Em vista disso, o
principal objetivo deste trabalho foi investigar se os fungos endofiticos isolados das
raizes e sementes do guarana afetam a atividade da monoamonooxidase cerebral
in vitro e induzem acfes comportamentais do tipo antidepressivas em
camundongos Swiss. Cinco fungos extraidos de sementes e raizes do guarana
foram testados, F. solani, G. zeae, G. acutata, M. terrestris e P. asparagi. A
monoamonooxidase € uma enzima mitocondrial responsavel pela degradacéo de
neurotransmissores e apresenta duas isoformas, MAO-A e MAO-B. Os inibidores
da monoamonooxidase diminuem a degradacdo das monoaminas aumento 0S
niveis de monoaminas liberadas nas fendas sinapticas, consequentemente
aumentando a atividade monoaminérgica, possuindo o potencial de produzir uma
acdo semelhante a antidepressiva. Nossos resultados demonstraram que, com
excecao do extrato de G. zeae, sendo excluido do estudo das isoformas, os demais
extratos foram eficazes na reducéo da atividade total da MAO na concentracao de
100 pg/mL, mas com diferentes graus de inibigdo. Para o estudo das isoformas
MAO-A e MAO-B, nossos resultados mostraram que os fungos endofiticos afetam
ambas as isoformas, mas parecem inibir principalmente o subtipo B em
concentragbes consideradas baixas (em torno de 100 pg/mL). Os testes
comportamentais realizados neste trabalho foram o teste de natagéo forcada (FST)
e o teste de suspensao pela cauda (TST) sdo amplamente utilizados para avaliar a
atividade antidepressiva em roedores. Ambos os testes sdo suportados pela
hipétese de que roedores, quando submetidos a uma situacdo sem saida e
aversiva, alternam seu comportamento entre periodos de agitacdo e imobilidade na
tentativa de escapar do evento estressante. Os antidepressivos tendem a encurtar
a duracéo total da imobilidade e aumentar o tempo do primeiro episédio de laténcia
para a imobilidade no FST e no TST. Neste estudo, todos os extratos foram
administrados aos camundongos na dose de 300 mg/Kg pela via intragéstrica (por
exemplo). Nossos resultados mostraram que o extrato de M. terrestris reduziu o
tempo total de imobilidade tanto no TST quanto no FST e aumentou o tempo para
o primeiro episodio de laténcia no TST em 106%, mas ndo no FST. P. asparagi ndo
induziu alteracbes comportamentais, enquanto o extrato de F. solani reduziu
significativamente o tempo total de imobilidade e aumentou a laténcia para o
primeiro episédio de imobilidade em ambos os testes. G. acutata reduziu o tempo
total de imobilidade em 30% e aumentou a laténcia em 96,1% no TST; no TNF,
apesar de nao alterar a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade, reduziu o
tempo de imobilidade total em 25,7%. Animais tratados com extratos também foram
avaliados no teste de campo aberto (OFT) para descartar o efeito psicoestimulante,
que poderia influenciar na interpretacdo dos dados para TST e FST. Os animais
tratados com extrato de G. acutata apresentaram um aumento significativo no
namero de cruzamentos (32,3%) e no numero de criagdes (69,7%), indicando um
efeito semelhante a um psicoestimulante. Para os demais extratos fungicos
avaliados ndo houve alteragbes na atividade locomotora e exploratoria. Por fim,
embora iniciais nossos resultados sugiram que extratos de fungos endofiticos
extraidos do guarana sdo agentes promissores para futuros estudos com foco em
tratamentos antidepressivos.

Palavras-chaves: depresséo, extratos de fungos, monoamonooxidase, teste de
suspensao de cauda, teste do campo aberto, teste do nado for¢cado.



ABSTRACT

Paulinia cupana, popularly known as guarana, presents endophytic fungi in several
parts of its constitution, which are sources of natural bioactive substances that have
therapeutic use. The main objective of this work was to investigate whether
endophytic fungi isolated from the roots and seeds of guarana affect the activity of
cerebral monoamine oxidase in vitro and/or induce behavioral antidepressant-like
actions in Swiss mice. Five fungi extracted from guarana seeds and roots (F.
solani, G. zeae, G. acutata, M. terrestris, and P. asparagi) were tested. Monoamine
oxidase is a mitochondrial enzyme responsible for the degradation of
neurotransmitters and has two isoforms, MAO-A and MAO-B. Monoamine oxidase
inhibitors handle decreasing the degradation of monoamines increasing the levels
of monoamines released in the synaptic clefts, so rising the monoaminergic activity,
owning the potential to produce an antidepressant-like action. Our results showed
that, except for the G. zeae extract, being excluded from the study of isoforms, the
other extracts were effective in reducing the total MAO activity at the concentration
of 100 ug/mL, but with different degrees of inhibition. For the study of MAO-A and
MAO-B isoforms, our results showed the endophytic fungi affect both isoforms but
seem to inhibit mainly the subtype B at concentrations considered low (around of
100 pg/mL). The behavioral tests performed in this work, forced swim test (FST)
and tail suspension test (TST) are widely used to assess antidepressant-like activity
in rodents. Both tests are supported by the hypothesis that rodents, when subjected
to a dead-end and aversive situation, alternates its behavior between periods of
agitation and immobility in an attempt to escape the stressful event. Antidepressants
tend to shorten the total duration of immobility and increase the time to the first
episode of latency to immobility in the FST and TST. In this study, all extracts were
administered to the mice at the dose of 300 mg/Kg by the intragastric (i.g.) route.
Our results showed the M. terrestris extract reduced the total immobility time in both
TST and FST and increased the time to the first latency episode in TST by 106%,
but notin the FST. P. asparagi did not induce behavioral changes, whereas F. solani
extract significantly reduced the total time of immobility and increased latency for
the first episode of immobility in both tests. G. acutata reduced the total immobility
time by 30% and increased latency by 96.1% in TST; in TNF, despite not changing
latency for the first episode of immobility, it reduced total immobility time by 25.7%.
Animals treated with extracts were also evaleted in the open filed test (OFT) in order
to discard psychostimulant effect, which could influence the interpretation of data
for TST and FST. Animals treated with G. acutata extract showed a significant
increase in the number of crossings (32.3%) and the number of rearings (69.7%)
indicating a psychostimulant-like effect. For the other fungi extracts evaluated there
was no changes in locomotor and exploratory activity. Finally, although initial our
results suggest extracts of endophytic fungi extracted from guarana are promising
agents for further studies focusing on antidepressant treatments.

Keywords: depression, fungal extracts, monoamine oxidase, tail suspension test,
open field test, forced swim test.
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1 Introducéo

A depressado é uma doencga neuropsiquiatrica altamente prevalente em grande
parte da populacdo mundial, causando prejuizos sociais e econdémicos ao individuo.
Os transtornos depressivos, juntamente com transtornos de ansiedade, sdo os
diagnoésticos de doencas mentais mais comuns nos dias de hoje, e 0os sintomas
variam em gravidade e duracdo, podendo ser leves, moderados ou graves, nao
apresenta uma faixa etéria definida, e pode ser desencadeada por eventos
estressantes ocorridos durante a vida, por exemplo, a perda de um ente querido,
desemprego, pobreza, problemas causados por toxicodependéncia (alcool,
cocaina, anfetaminas etc.), entre outros fatores que podem servir como gatilho
(WHO, 2020). Os principais sintomas da depressédo sao caracterizados por um
estado de tristeza permanente, perda de interesse e/ou prazer, sentimento de culpa
e baixa autoestima. (THASE, 2013; WHO, 2020).

Atualmente os tratamentos para a depressdo tém como foco a reducédo dos
sintomas desta doenca, recondicionando a atividade social e ocupacional, e a
reducdo das chances de uma possivel recaida. Um dos tratamentos que se mostra
mais eficaz € através do uso de antidepressivos, formados por uma diversidade de
medicamentos. No entanto, estas medicacdes apresentam efeitos colaterais que
contribuem para o abandono do tratamento, como alteragdes cognitivas e disfungéo
erétil, e muitos dos pacientes apresentam refratariedade a essas terapias (MILLAN,
2013).

Em vista disso, é de grande importancia a pesquisa por novas substancias
bioativas que tenham acéo do tipo antidepressiva, que futuramente possam ser
usadas como agentes terapéuticos para o tratamento de depressdo, com a
finalidade de tornar a terapia ainda mais efetiva e/ou diminuir os efeitos indesejados
que as drogas atuais apresentam. Neste trabalho, destacamos o papel das
moléculas derivadas de produtos naturais, em especifico as produzidas por fungos
endofiticos.

Os fungos fazem parte de um grupo de microrganismos bastante variados,
podendo ser encontrados em todos os nichos ecolégicos (ALEXOPOULOS et al.,
1996). Apresentam uma grande riqueza de espécies, aferindo-se a existéncia de
cerca de 1,5 milhdes de fungos ao reino Fungi (HAWKSWORTH, 2001). Eles

apresentam grande valor e importancia econémica para uma gama de industrias e,
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nas ultimas décadas, houve um aumento no interesse de estudos dos fungos como
produtoras de substancias naturais bioativas para uso terapéutico (STONE et al.,
2000). Os fungos endofiticos, em especial, demostram potencial a serem
explorados quanto suas acdes farmacoldgicas produzidas por seus metabolitos
secundarios, qu sdo moléculas bioativas promissoras, possuindo baixo peso
molecular e com uma bioquimica Unica, o que faz com que apresentem potenciais
favoraveis de aplicagdo como antibioticos, antioxidantes, antivirais, antitumorais,
entre outros (BERDY, 2005). Explorar os efeitos de fungos endofiticos e seus
metabdlitos secundarios na atenuacdo de sintomas relacionados a doencas
neuropsiquiatricas torna-se interessante em pesquisa cientifica, uma vez que

existem poucos trabalhos disponiveis na literatura a respeito deste tema.

2 Revisao da Literatura

2.1 Depresséao

A depressdo € uma doenca neuropsiquiatrica que envolve alteracdes de
funcdes organicas, do humor e do pensamento, afetando cerca de 21% da
populacdo mundial atualmente (WHO, 2020). Os transtornos depressivos sao
caracterizados por um estado de sentimentos de tristeza, culpa, baixa autoestima,
perda de interesse e/ou prazer, dificuldade de concentracdo, déficit cognitivo, entre
outros sintomas que podem variar em gravidade e duracdo podendo ser leve,
moderada e grave, de duracéo longa, recorrente ou duradora (THASE, 2013; WHO,
2020).0 individuo com depressédo ainda pode apresentar reducdo na libido e no
apetite, insbnia, retardo psicomotor, fala e pensamentos negativos; com o
agravamento do caso, podem aparecer ideias de morte ou ideacao suicida, levando
a tentativas de terminar com a prépria vida (WHO, 2020).

O desenvolvimento de transtornos depressivos ndo acontece em faixa etaria
definida, e pode ser desencadeado por eventos estressantes que podem ocorrer
durante a vida, por exemplo, a perda de um ente querido, desemprego, pobreza,
problemas causados por toxicodependéncia (alcool e drogas), entre outros gatilhos
(WHO, 2020).

Apesar de existirem uma grande variedade de pesquisas e estudos sobre a

doenca, até este momento, ha uma falta de melhor entendimento sobre ela de um
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ponto de vista psicoldgico, etiologico e farmacoldgico, sendo muitas das causas
ainda desconhecidas. A teoria bioquimica da depressdo mais comumente utilizada
baseia-se na hipGtese das monoaminas e apresenta respaldo nos efeitos de
farmacos que diminuem os sintomas da depressdo e, também seus efeitos
bioquimicos (MILLAN, 2004, 2006, 2013).

O mecanismo de agéo das drogas usadas para o tratamento desta doenca
neuropsiquiatrica envolve uma grande quantidade de neurotransmissores. A
hipétese das monoaminas tem como base a deficiéncia serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), noradrenalina (NA), norepinefrina (NE), adrenalina (AD) e
a dopamina (DA), neurotransmissores responsaveis pela sensacao de bem-estar e
felicidade, e € muito usada para explicar os sintomas depressivos. Outros
neurotransmissores também podem estar envolvidos na fisiopatologia da
depresséo e em sua terapia, como o acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato
e acetilcolina. Aléem disso, alteracBes na plasticidade sinaptica e neurogénese
hipocampal também estao associadas a fisiopatologia da depressao (ALTAMURA
et al., 2008).

Em geral, substancias com acéo do tipo antidepressiva atuam aumentando
as concentracfes das monoaminas na fenda sinaptica o que, em parte, pode ser
associada ao seu efeito farmacologico. Apesar dos progressos significativos feitos
na terapia da depressdo, nem todos os individuos que recebem tratamento
respondem aos antidepressivos que se tem disponiveis no mercado atualmente, e
a resposta terapéutica pode requerer varias semanas ou meses de tratamento
(DUMAN et al., 2000; WONG e LICINIO, 2001). Independentemente do
antidepressivo usado no tratamento, em cerca de 30% a 50% dos casos de
depressdao, os pacientes ndo respondem suficientemente bem ao tratamento, e em
alguns casos sofrem com o efeito refratario (SANACORA e BANASR, 2013).

2.2 Modelos animais no estudo preé-clinico da depressao

Na pesquisa por novas drogas para o tratamento da depressdo, a utilizacdo de
modelos experimentais que envolvem estresse é muito comum. Os animais experimentais,
principalmente roedores, respondem adequadamente a terapia com drogas antidepressivas,
pois desenvolvem comportamentos que mimetizam alguns sintomas da depresséo

apresentados por humanos (MUSAZZI et al., 2011).
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Os testes de nado forcado e suspensédo de cauda sdo amplamente usados
para avaliacdo da atividade antidepressiva (CASTAGNE et al., 2006; PETIT-
DEMOULIERE et al., 2005). Ambos sdo apoiados na hip6tese de que o animal,
quando submetido a uma situacdo sem saida e aversiva, alterna seu
comportamento entre periodos de agitacédo e periodos de imobilidade, na tentativa
de escapar do evento estressante.

O teste do nado forcado (TNF) pode ser nominado também de teste de
desespero comportamental, e € um dos testes mais usados para rastreamento de
antidepressivos. Inicialmente foi desenvolvido com ratos, e em seguida adaptado
para camundongos (PORSOLT et al., 1977a, 1977b, 1978). Este teste foi descrito
primeiramente por Porsolt et al. (1977a,b) como um “teste de rastreio primario para
antidepressivos” e baseia-se na observacdo de que quando colocado em um
cilindro contendo agua, o roedor se torna rapidamente imovel apds seguidas
tentativas malsucedidas de fuga. Observa-se os parametros de tempo para o
primeiro episodio de imobilidade e tempo total de duragdo da imobilidade.
Considera-se comportamento do tipo depressivo quando o animal cessa totalmente
0s movimentos (PORSOLT et al., 1977a, 1977b, 1978).

O teste da suspensao da cauda (TSC) foi descrito pela primeira vez por Steru
et al. (1985), e possui como base os mesmos principios do TNF. O animal é
pendurado pela cauda a uma certa altura do chéo e observa-se comportamentos
relacionados a imobilidade e/ou tentativas de escape desta situacdo estressante.
Quando o animal cessa 0s movimentos, assume-se que ele esta adentrando em
um estado do tipo depressivo (THIERRY et al., 1984).

Ambos os testes apresentam uma boa resposta a drogas antidepressivas.
Os antidepressivos tendem a diminuir a duracéo total da imobilidade e aumentar o
tempo para o primeiro episodio de laténcia para imobilidade (PORSOLT, 1981).
Sao considerados bons modelos para a triagem de antidepressivos, pois
apresentam uma forte sensibilidade a alteragbes nas concentracoes de
monoaminas cerebrais (ANISMAN et al., 1979).

2.3 Inibidores da monoamonooxidase

A monoamonooxidase (MAO) é uma enzima mitocondrial responsavel pela

degradacéo de uma grande variedade de substratos, incluindo neurotransmissores
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cerebrais (MORINAN e GARRAT, 1985). Esta enzima estad presente sob duas
isoformas, MAO-A e MAO-B, que diferem na distribuicao tecidual, na especificidade
do substrato e na sensibilidade a drogas. A MAO-A é encontrada no encéfalo,
principalmente em neurénios noradrenérgicos e dopaminérgicos, mas também é
identificada na placenta, figado, intestino, glandula tireoide e coracédo. Ja a MAO-B
€ encontrada em neur6nios serotoninérgicos, e em 6rgdos como figado, rins e
pancreas (WESTLUND et al., 1988; BORTOLATO e SHIH, 2011; KALUDERCIC et
al., 2014).

A MAO-A é responsavel pela metabolizacdo tanto da serotonina quanto da
noradrenalina, com baixa afinidade pela dopamina (MORINAN e GARRAT, 1985).
A MAO-B, preferencialmente, metaboliza a dopamina, e esta associada a
prevencao de processos heurodegenerativos, como o Alzheimer (STAHL, 2000).

Estudos indicam que o envolvimento de varias vias neurais esta relacionado
com o desenvolvimento da depressdo. Apesar dos fundamentos biolégicos da
depressdo ainda ndo serem bem esclarecidos e as causas permanecerem
desconhecidas, a hipétese monoaminérgica é a mais utilizada para explicar a
origem dos transtornos depressivos (MILLAN, 2004, 2006, 2013). Esta hipotese
define que a depresséo € uma doenca causada pelo déficit de neurotransmissores
em sinapses monoaminérgicas (SCHILDKRAUT, 1965), ou seja, uma deficiéncia
na transmisséo de neurotransmissores como a 5-HT, NA, AD, NE e DA. Um dos
primeiros tratamentos para transtornos depressivos envolve o uso de inibidores da
MAO (IMAOSs), que aumentam a concentracdo de monoaminas na fenda sinaptica
por reduzir a sua degradacéo (RANG e DALE, 2011). Os primeiros IMAOs nao eram
capazes de distinguir entre as duas isoformas MAO-A e MAO-B, e causavam
inibicdo irreversivel da enzima, tornando-se farmacos de ultima escolha clinica. Nas
dltimas décadas, com o desenvolvimento de inibidores reversiveis e com
seletividade entre as isoformas, a utilizacéo clinica tornou-se viavel e seu uso foi
ampliado, ja que apresentam menos efeitos colaterais e menor interagdes com
outros farmacos em comparacdo aos primeiros (GOODMAN e GILMAN, 2012;
RANG e DALE, 2011).

Em geral, os inibidores da MAO causam um aumento na quantidade de
monoaminas liberadas nos terminais nervosos, aumentando, assim, a atividade
monoaminérgica, podendo produzir uma agdo do tipo antidepressiva (NEVES.
2015).
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Além de sua utilizacdo clinica como antidepressivos, alguns IMAOS sao
promissores no tratamento de doencas neurodegenerativas, em particular as que
envolvem alteragBes/prejuizos na transmissdo dopaminérgica, como doenca de
Parkinson e Alzheimer. Nesses casos, destacam-se as acdes especificas sobre a
isoforma B da MAO (GOODMAN e GILMAN, 2012).

2.4 Fungos endofiticos

Os fungos fazem parte de um grupo de microrganismos eucariéticos bastante
variado, e podem ser encontrados em todos os nichos ecoldgicos (ALEXOPOULOS
et al., 1996). De acordo com Hawksworth (2001), em termos de riqueza de
espécies, o reino Fungi é congénere aos insetos, aferindo-se a existéncia de cerca
1,5 milhdes de fungos. Eles desempenham ainda um importante papel na
manutencdo e equilibrio dos ecossistemas, como a ciclagem e transporte de
nutrientes, e também na decomposicao da matéria organica (ALEXOPOULOS et
al., 1996; CARLILE & WATKINSON, 1997; HAWKSWORTH, 2001; MUELLER et
al., 2004).

O reino Fungi é composto por microrganismos macroscopicos ou
microscépicos, eucariotos, que apresentam respiracdo aerébica ou anaerdbica
facultativa, podendo ser multinucleados ou uninucleados. Manifestam-se sob forma
unicelular, filamentosa ou em forma de cogumelo (carnudo), sendo classificados
como quimio-heterotroéficos e alimentando-se por absor¢do (ALEXOPOULOS et al.,
1996; CARLILE & WATKINSON, 1997; MUELLER et al., 2004).

Determinadas espécies sdo importantes patégenos de plantas, animais e até
do homem, outras espécies apresentam a capacidade de estabelecer uma relacao
do tipo mutualistica com seu hospedeiro (ALEXOPOULOS et al., 1996;
HAWKSWORTH, 2001; MUELLER et al., 2004). Algumas expressam significativa
associacdo mutualistica entre fungos micorrizicos arbusculares com plantas, em
especial as leguminosas, onde o fungo oferece protecdo e aumento de absorgéo
de nutriente a planta hospedeira (ALEXOPOULOS et al., 1996; HAWKSWORTH,
2001).

Os fungos sado fontes de substancias naturais bioativas que possuem uso
terapéutico (STONE et al., 2000). Apresentam grande valor e importancia

econ0mica para industrias alimenticia, farmacéutica e agricultura em geral,
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podendo ser utilizados em processos fermentativos de paes, bebidas alcoodlicas
(forma de leveduras), leites fermentados, queijos e em outra grande gama de
produtos alimenticios (ALEXOPOULOS et al., 1996; CARLILE & WATKINSON,
1997; HAWKSWORTH, 2001; MUELLER et al., 2004). Muitos medicamentos que
sdo comercializados e utilizados atualmente sdo derivados de metabolitos
secundérios ou de processos fermentativos de fungos (ARNOLD et al., 2000; TAN
& ZOU, 2001; STROBEL, 2003; FERRARA, 2006). Os fungos produzem
metabdlitos secundarios de interesse para industrias farmacéuticas, como na
producdo de antibioticos e esteroides. Em agroindustrias, esses microrganismos
constituem agentes de controle bioldgico de insetos e nematoides, com a producéo
fito horménios (ALEXOPOULOS et al., 1996; CARLILE & WATKINSON, 1997;
HAWKSWORTH, 2001; MUELLER et al., 2004).

Nas ultimas décadas, a pesquisa de fungos endofiticos tem despertado
interesse. Fungos endofiticos possuem grandes potenciais a serem explorados
quanto suas ac¢des farmacoldgicas, ja que possuem uma relagdo mutualistica com
seus hospedeiros e, a principio, podem produzir uma variedade de moléculas
bioativas (TAN & ZOU, 2001; STROBEL; DAISY; et al., 2004; FERRARA, 2006).
Grande parte dos fungos endofiticos pertence ao filo Ascomycota e ao grupo de
fungos conidais, mas ha fungos que séo dos grupos Zigomycota, Chytridiomycota,
Basiodiomycota e Glomeromycota (SCHULZ et al., 1999). Os fungos endofiticos
sdo conhecidos por ndo causarem doenca a planta hospedeira, como os fungos
patdgenos, e diferenciam-se dos epifiticos que habitam a superficie dos vegetais
(AZEVEDO, 1999). Espécie hospedeira, caracteristica local, tipo de vegetacao,
idade e tecido infectado, influenciam na composi¢ao de comunidades fungicas e na
frequéncia de infeccdo (STONE, 2004).

Os fungos endofiticos dispfe de uma riqueza bioquimica que ainda nao foi
muito explorada. Sdo microrganismos que podem passar parte ou todo o ciclo de
vida colonizando de forma assintomatica os tecidos internos de plantas vivas
(SAIKKONEN et al., 1998; CAO et al., 2002). Ndo apenas os fungos, mas ha
registros de bactérias, protozoarios e nematdédeos vivendo como microrganismos
endofiticos (GAMBOA & BAYMAN, 2001).

Os metabolitos secundarios dos fungos endofiticos sdo fontes bastante
promissoras de substancias naturais bioativas que merecem ser estudadas devido

ao seu potencial de utilizacdo na industria e na medicina (STROBEL & DAISY,

IPQ 2020/1
7



UFMT - Trabalho de Conclusado de Curso de Quimica — Bacharelado

2004; GUO et al., 2008). Seus metabdlitos secundarios ou produtos naturais sao
compostos que possuem baixo peso molecular e sdo produzidos em resposta as
condi¢des ambientais (VIEIRA, 2008). De acordo com Bérdy (2005) sdo compostos
diversificados e com uma bioquimica Unica, o que faz com que apresentem
potencial aplicacdo como antibidticos, antimicrobianos, antioxidantes, antivirais,
antitumorais, antimalarico, inseticida e como agentes de controle biolégico e
biorremediadores.

A plasticidade fenotipica dos fungos endofiticos é favorecida em biétopos
como florestas chuvosas de regifes tropicais, pois nesses locais existem nao
somente a diversidade biolégica, mas também de substancias quimicas
(AZEVEDO et al., 2000; HAWKSWORTH, 2001; STROBEL et al., 2004). Portanto,
0s metabdlitos secundarios de fungos endofiticos podem sofrer alteracées quando
cultivados em laboratdrio (STONE, 2000; STROBEL et al., 2004). Fatores tais como
a temperatura, composi¢cao do meio de cultura e aeracdo, também sao interferentes
na quantidade e no tipo de compostos que serdo produzidos por estes
microrganismos (STONE, 2000; STROBEL et al., 2004). Como na natureza existem
algumas plantas que contém microrganismos que mimetizam a quimica de sua
planta hospedeira, fazendo com que sejam capazes de produzir o mesmo produto
final da planta, acredita-se que o fato de os endofitos de fungos produzirem
metabdlitos tipicos de seu hospedeiro deve-se a uma recombinagéo genética entre
o fungo e a planta (STROBEL, 2003). Logo, areas tropicais, favorecem em
condicBes ambientais as plantas, contribuindo para uma maior diversidade fangica
(TAN & ZOU, 2001; HAWKSWORTH, 2001).

Alguns microrganismos endofiticos podem realizar hibridizacdo com suas
plantas hospedeiras, o0 que proporciona um aumento da biodiversidade genética, e
consequentemente, a formag¢do de novos compostos bioativos. Os metabdlitos
secundarios que ja foram isolados de extratos de fungos endofiticos de diversas
plantas pertencem a diversos grupos estruturais, sendo que 0s principais sao:
esteroides, xantonas, fendis, isocumarinas, derivados de perilenos, quinonas,
furandionas, terpendides, depsopeptideos e citocalasinas (SCHULZ & BOYLE,
2005).

Os fungos endofiticos apresentam uma diversidade de efeitos biologicos,
sendo alguns deles antibibticos, antimicrobianos, antioxidantes, antitumorais,
antivirais (SILVA et al., 2018; DA SILVA et al.,, 2017; SAVIDOV et al., 2018),
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imunossupressores (PURI et al., 2018), antiprotozoarios, antimalaricos e também
antidepressivos (DA SILVA et al., 2017). Portanto, h& grande potencial para que
alguns metabdlitos secundarios produzidos por estes microrganismos possam ser
Uteis para o tratamento de varios transtornos de saude humana (DA SILVA et al.,

2017), incluindo nos sintomas relacionados a depressao.

2.5 Paullinia cupana

A Paullinia cupana, popularmente conhecida como guarana, € uma espécie
vegetal da Amazonia brasileira. Possui um grande interesse comercial devido a alta
concentracdo de cafeina presente em suas sementes (SCHIMPL et al., 2013). Os
extratos da Paullinia cupana apresentam atividades antitumoral (FUKUMASU et al.,
2011, 2008), anticanceriogénica, evita a formacao de placa dentaria o (YAMAGUTI-
SASAKI et al., 2007), e produz efeito ansiolitico em roedores e efeito de prote¢céo
contra distdrbios metabdlicos humanos (COSTA KREWER et al., 2011).

O Brasil é o Unico produtor em escala comercial da Paullinia cupana
(BENTES e COSTA NETO, 2011), produzindo 2.761 toneladas de sementes em
uma éarea de 10.097ha distribuidos nos estados do Amazonas, Acre, Pard,
Rondbnia, Roraima, Bahia e MaOto Grosso, possuindo um rendimento médio de
274 Kg/ha (IBGE, 2019). Cerca de 70% da producdo nacional € destinada a
induUstria de bebidas, os 30% restante sdo comercializados em forma de xarope,
bastao, po, extrato e outros (BENTES E COSTA NETO, 2011).

As acdes farmacoldgicas da Paullinia cupana tém sido alvo de grande
interesse na indastria farmacéutica e em laboratérios de pesquisa. J& que suas
sementes possuem altas concentracdes de xantinas (3% a 6%), em que incluem a
1,3-cafeina (trimetilxantina) e vestigios de teofilina e teobromina, bem como altas
concentracbes de polifenéis ou saponinas (7%), que incluem catequinas,
epicatequinas e outros (HENMAN, 1982; BENOWITZ, 1990).

Os extratos de sementes e raizes do guarana sdo muito utilizados como
estimulante do sistema nervoso central, divido a grande concentragédo de cafeina
(BENOWITZ, 1990). O extrato também é usado como anorexigeno, reduzindo
ingestdo de alimento e como nootrépico, pois produz melhora na capacidade
cognitiva e na memoria (OLIVEIRA et al., 2005; O'DEA, 2003; HENMAN, 1982). Ha

diferentes estudos preé-clinicos e clinicos que ja confirmaram que o uso popular do
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extrato de semente de guarana desempenha um efeito para melhorar a memaoria
(MATTEI et al., 1998; KENNEDY et al., 2004).

Hoje em dia, as sementes apresentam uma tendéncia nao apenas global na
industria de refrigerantes e energéticos (RENFREW, 2016), mas também
apresentam  promissoras propriedades como matéria-prima para O
desenvolvimento de medicamentos e suplementos com diversas finalidades e
propriedades. Algumas dessas propriedades sao antifadiga (SETTE et. al, 2017;
DEL GIGLIO, 2014), antioxidante (DALONSO & PTKOWICZ, 2012; ZEIDAN-
CHULIA et al., 2013; BITTENCOURT et al., 2012), antimicrobiano (YAMAGUTI-
SASAKI et al., 2007; BASILE et al., 2013; MARTINS et al., 2014), antiproliferativo
(FUKUMASU et al., 2011), ansiolitico (RONCON et.al., 2011) e cardioprotetor
(BYDLOWSKI et al., 1988, 1991).

O guarana apresenta fungos endofiticos em diversas partes da planta, e
existem relatos na literatura do isolamento destes microrganismos em folhas,
sementes e raizes (LIOTTI, R. G., et al, 2018; SILVA et al., 2018; BOGAS et al.,
2015; DE FREITAS et al., 2013; BONATELLI et al., 2016). Os extratos obtidos a
partir da cultura destes microrganismos ja foram associados a a¢fes biologicas
como antibacteriana e antitumoral (SILVA et al., 2018). Além disso, nos ultimos
anos tem sido levantada a hip6tese de que alguns dos efeitos biol6gicos atribuidos
ao Guarana possam na verdade estar relacionados aos metabdlitos produzidos por

seus microrganismos endofiticos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho foi investigar os extratos obtidos dos fungos
endofiticos isolados das raizes e sementes do guarana produzem efeitos sobre a
atividade da monoamonooxidase (MAO) cerebral in vitro e induzem acdes

comportamentais do tipo antidepressivas em camundongos Swiss.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho de conclusdo de curso estiveram

focados em:

a) estudar o efeito dos extratos de Fusarium solani (cepa 41BDA), Gibberella
zeae (cepa 5S), Glomerella acutata (cepa 15S), Mycoleptodiscus terrestris
(cepa 30TSA) e Phomopsis asparagi (cepa 38TSA) sobre a atividade da
MAO total;

b) investigar o efeito de F. solani, G. acutata, M. terrestris e P. asparagi sobre
a atividade das isoformas cerebrais A e B da MAO in vitro;

c) analisar se o tratamento agudo de camundongos com o0s extratos de F.
solani, G. acutata, M. terrestris e P. asparagi produz acédo do tipo
antidepressiva;

d) investigar se o tratamento agudo de camundongos com 0s extratos de F.
solani, G. acutata, M. terrestris e P. asparagi altera as atividades locomotora

e exploratoria.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Cultivo dos fungos e Preparacao dos Extratos

As espécies endofiticas utilizadas neste trabalho (Tabela 1) foram obtidas do
banco de microrganismos do Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de
Microrganismos da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) e caracterizados
e identificados de acordo com Silva et al (2018). Os fungos foram cultivados em
meio BDA (&gar de batata) durante 15 dias a 28°C. O micélio foi homogeneizado
em acetato de etila (na proporcao 1:1), permanecendo sob agitacdo durante 24
horas, seguido por imersdo em banho ultrassénico por mais 1 hora. O extrato foi
entdo concentrado em rotaevaporador (38°C, 90 rpm) (ROSA et al, 2012).

Tabela 1. Fungos endofiticos isolados das sementes e raizes da Paullinia cupana
usados no preparo dos extratos estudados.

. . i ) NUmero de acesso
Espécie — cepa Tecido Vegetal Origem

do GenBank
Fusarium solani — 41BDA Raiz Maués KU512702
Gibberella zeae — 3S Semente Manaus KU512707
Glomerella acutata — 15S Semente Maués KU512706
Mycoleptodiscus terrestris — 30TSA Raiz Maués KU512712
Phomopsis asparagi — 38TSA Raiz Manaus KU512694
4.2 Animais

Foram usados camundongos Swiss machos pesando entre 20 e 30 gramas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).
Os animais foram mantidos em caixas separadas e em um ambiente com
temperatura controlada de 22 + 2 °C e mantidos em um ciclo de 12 horas luz/12
horas escuro, com acesso livre a agua e comida. A dieta dos animais foi constituida
de racao comercial (Labina, SP) e agua fresca a vontade. Os experimentos foram
realizados de acordo com as normas do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da
UFMT (processo 23108.030578/13-7).
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4.3 Atividade da monoamonooxidase (MAO) cerebral in vitro

4.3.1 Preparacdo da Membrama (Fracéo P2)

Para a preparacdo da membrana (fracdo P2 rica em mitocondria) o0s
camundongos foram mortos por deslocamento cervical, os cérebros foram
rapidamente removidos, lavados com tampao de homogeneizacdo gelado
(Naz2HPO4 0,0168 M, KH2P0O40,0106 M, sacarose 0,32 M, a pH 7,4) e levados ao
gelo. O cérebro foi entdo homogeneizado sem bulbo e sem cerebelo com tampéao
de homogeneizacdo gelado na proporcado de 1:4 e centrifugado a 900 g por 5
minutos a 4 °C. 1 mL do sobrenadante foi retirado e centrifugado a 12500 g por 15
min a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi entdo retirado e o pellet final
ressuspenso em 1 mL de tampéo de ensaio (Na2HPO4 0,0168 M, KH2PO4 0,0106
M, 0,0036 M KCI, a pH 7,4) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

A dosagem de proteina foi realizada na fracdo P2 no dia do ensaio seguindo
o0 método de Bradford, ndo ultrapassando 1,5 mg/mL.

4.3.2 Investigacdo da capacidade da inibicdo da enzima MAO

Para investigar a capacidade de inibicdo da enzima MAO foram preparadas
solucdes de extrato dos fungos Fusarium solani (cepa 41BDA), Gibberella zeae
(cepa 5S), Glomerella acutata (cepa 15S), Mycoleptodiscus terrestris (cepa 30TSA)
e Phomopsis asparagi (cepa 38TSA) na concentracao final de 100 ug/mL para a
avaliacdo inibitoria total da MAO (MAO-T). Para o estudo das isoformas (MAO-A e
MAO-B), 0 ensaio enzimatico ocorreu em presenca dos extratos de Fusarium solani
(cepa 41BDA), Glomerella acutata (cepa 15S), Mycoleptodiscus terrestris (cepa
30TSA) E Phomopsis asparagi (cepa 38TSA) nas concentracdes finais de 20
pg/mL, 100 pg/mL e 500 pg/mL.

N&o se utilizou inibidores para a avaliacdo da inibicdo da MAO-T. Nos ensaios
para MAO-A, incubou-se a mistura reacional em presenca de pargilina
(concentracao final de 250 nM), um inibidor enziméatico da MAO-B. Para o ensaio
de atividade da MAO-B, realizou-se a incubagdo em presenca de clorgilina
(concentracgao final: 250 nM), um inibidor da isoforma A.

A fracdo P2 foi pré-incubada, juntamente com tampéo de ensaio, extratos
fungicos e pargilina ou clorgilina (no ensaio das isoformas), a 37 °C por 5 min. A

quinuramina (concentragéo final: 90 nM), o substrato enzimético, foi adicionada a
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solucéo e incubada por mais 30 min. Em seguida a reacéo foi interrompida com
300 pL de acido tricloroacético 10% e centrifugada a 16000 g por 5 min a 4 °C. 800
UL de sobrenadante foi retirado e a ele foi adicionado 1 mL de hidréxido de sédio
(NaOH) 1,0 M. A fluorescéncia foi medida com excitacdo a 315 nm e emissao a 380
Nm.

Para a quantificacdo dos resultados e determinacéo da atividade enzimética,
construiu-se uma curva padréo a partir de uma solugéo de 4-hidroxiquinolina a 100
nM, em concentracdes que variam de 0,1 a 5 nM. Os resultados foram expressos
em nmol de 4-hidroxiquinolina formada por miligrama de proteina por minuto.

Levando em consideracdo que alguns dos componentes dos extratos de
fungos podem apresentar fluorescéncia, foi realizado um preparo de branco para

cada extrato, onde os valores obtidos foram descartados das leituras fluorimétricas.

4.4 Testes comportamentais

Para o estudo da acdo do tipo antidepressiva dos extratos fangicos, os
animais foram tratados e distribuidos aleatoriamente em grupos veiculo/controle e
extrato, cada grupo composto por 6 a 8 individuos. Os camundongos do grupo
controle receberam apenas agua por via intragastrica (i.g.), o0 grupo extrato recebeu
a dose de extrato de 300 mg/Kg, diluido em agua, pela via intragéstrica (i.g.) a um
volume constante de 10 mL/Kg de peso corporal, 1 hora antes dos testes da
suspensdo da cauda, nado forcado e campo aberto. Para cada teste

comportamental, um grupo diferente de animais foi utilizado.

4.4.1 Teste de Suspensédo da Cauda (TSC)

O teste de suspensao de cauda (TSC) foi realizado de acordo com o descrito
por Steru et al. (1985), onde o camundongo foi suspenso a cerca de 50 cm do chéo
por uma fita adesiva fixada a 1 cm antes da ponta da cauda. Durante um periodo
de 6 minutos observou-se os parametros de laténcia para o primeiro episédio de
imobilidade e o tempo total de imobilidade. O camundongo foi considerado imovel

guando realizava apenas movimentos respiratorios.
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4.4.2 Teste do Nado Forcado (TNF)

O teste do nado forcado (TNF) foi realizado de acordo com o método descrito
por Porsolt et al. (1977), no qual o camundongo foi colocado em um cilindro com
dimensodes de 35 cm de altura x 10,5 cm de diametro, contendo cerca de 28 cm de
altura de 4gua mantida & uma temperatura de 25 + 2 °C. Durante um periodo de 6
minutos observou-se o0s parametros de laténcia para o primeiro episédio de
imobilidade e o tempo total de imobilidade. O camundongo foi considerado imovel
quando fez apenas movimentos necessarios para manter a cabeca acima do nivel

da agua.

4.4.3 Teste do Campo Aberto (TCA)

O Teste do Campo Aberto (TCA) foi realizado em uma caixa confeccionada
em madeira com dimensdes de 45 cm de altura x 45 cm de largura x 45 cm de
profundidade, com o piso dividido em 16 quadrantes de dimensdes iguais. O animal
foi entdo colocado no centro da caixa e durante um periodo de 5 minutos observou-
se os parametros de “crossing” (numero de cruzamentos) e de “rearing” (nUmero
de vezes que o animal se levanta sob as patas traseiras) (WALSH e CUMMINS,
1976).

4.5 Analises Estatisticas

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de D’Agostino e Pearson.
Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M). Os
resultados da atividade da MAO in vitro foram analisados por Andlise de Variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Para os testes
comportamentais, os resultados foram analisados pelo teste t de student para
comparacao dos grupos veiculo e extratos. Foram considerados significativos os
valores de P<0,05. As andlises estatisticas e a plotagem dos graficos foram
realizadas pelo uso do Software GraphPad Prisma® Verséo 5.
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5 Resultados e Discussodes

Este trabalho dedicou-se ao estudo do efeito de cinco fungos endofiticos
isolados de sementes e raizes do guarana sobre a atividade da enzima
monoamonooxidase cerebral e suas isoformas in vitro, além de sua possivel acdo
do tipo antidepressiva em camundongos.

A investigacao dos extratos frente a atividade da MAO total foi utilizada como
ponto de partida para o estudo das suas isoformas. Os dados obtidos para os
extratos de F. solani, G. acutata, G. zeae, M. terrestris e P. asparagi sobre a
atividade total da MAO cerebral in vitro estdo demonstrados na Tabela 2. Nossos
resultados demonstraram que, com excecdo do extrato de G. zeae, 0os demais
extratos analisados reduziram a atividade da MAO total na concentracdo de 100
pg/mL, mas com diferentes graus de inibicdo (Tabela 2). Portanto, o extrato de G.
zeae ndo foi avaliado no estudo das isoformas enzimaticas MAO-A e MAO-B, sendo
apenas F. solani, G. acutata, M. terrestris e P. asparagi selecionados para a
continuacéo do estudo in vitro, cujos resultados estdo apresentados nas Tabelas 3

e 4, e descritos abaixo.

Tabela 2. Efeito dos extratos de fungos endofiticos sobre a atividade da
monoamonooxidase (MAO) total em cérebro de camundongos in vitro (nmol de 4-

hidroxiquinolina/mg de proteina . mint).
Os valores estdo expressos como média + S.E.M (erro padrdo da média) de 3 experimentos realizados em triplicata. Os

asteriscos representam o nivel de significAncia em comparagéo ao grupo controle/veiculo: *P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001

Extrato Veiculo 100 pg/mL % de inibi¢cao
F. solani 299+0.01 2.32 £ 0.12%** 224
G. zeae 2.46 + 0.09 2.35+0.09 4,5

G. acutata 2.99+0.10 2.00 £ 0.12%** 33,1

M. terrestris 2.99 +0.02 2.12 + 0.10** 29,1

P. asparagi 298+0.01 1.86 £ 0.11*** 37,6

(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

A analise estatistica dos dados demonstrou que o extrato de F. solani reduziu
a atividade cerebral da MAO total in vitro em cerca de 22,4% na concentragéao de
100 ug/mL (Tabela 2). Com relagédo a seu efeito sobre as isoformas cerebrais,
nossos resultados demonstraram que o extrato de F. solani inibiu a atividade da

MAO-A somente na maior concentracdo avaliada (500 pg/mL; 37,8% de inibig&o)
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(Tabela 3). Por sua vez, a atividade da MAO-B foi inibida significantemente a partir
de 100 pg/mL (25,4%) (Tabela 4).

Para o extrato de G. acutata a andlise estatistica dos dados mostrou uma reducao
cerca de 33,1% na atividade cerebral da MAO total in vitro na concentracao de 100
pug/mL (Tabela 2). No estudo das isoformas cerebrais, demonstrou-se que nao
houve uma reducgdo significativa na atividade da MAO-A em nenhuma das
concentracdes analisadas; ja a atividade da MAO-B foi inibida significativamente a
partir de 20 pg/mL (24,7%) (Tabela 4). Para a MAO-B, o extrato de G. acutata foi
adicionalmente avaliado em uma concentracdo mais baixa, 1 pg/mL, onde néo foi
observada inibicao significativa desta isoenzima.

O extrato de M. terrestris apresentou, em uma concentragédo 100 pg/mL,
inibicdo de 29% da atividade da MAO total in vitro (Tabela 2). Para as isoformas
cerebrais MAO-A e MAO-B, a inibicdo ocorreu apenas na maior concentracao
testada (500 pg/mL), sendo 37,3% (Tabela 3) e 46,9% (Tabela 4), respectivamente.

A incubacéo do isolado de mitocondria em presenca do extrato de P.
asparagi in vitro levou uma reducéo de 37,6% na atividade cerebral da MAO total
na concentracao de 100 ug/mL (Tabela 2). Com relacéo a seu efeito inibitorio sobre
a atividade das isoformas, apenas a maior concentracao testada (500 ug/mL) teve
efeito significativo sobre a MAO-A (41,6% de inibicdo) (Tabela 3), enquanto a
atividade da MAO-B foi inibida significantemente a partir de 100 pg/mL (22,6%)
(Tabela 4). Interessantemente, nossos resultados demonstraram que o extrato de
P. asparagi contribuiu significativamente para o aumento da atividade da MAO-A
nas concentracdes de 20 pg/mL e 100 pg/mL.

Em conjunto, estes resultados apontam que os fungos endofiticos avaliados
neste trabalho afetam significantemente a atividade de ambas as isoformas da
MAO. A MAO é uma enzima de catalise oxidativa de deamina¢do de uma grande
variedade de substratos, incluindo neurotransmissores como a NA, 5-HT e DA.
Anormalidades na atividade da MAO ja que foram encontradas em alguns
transtornos psiquiatricos, como agorafobia e ansiedade, levando a utilizacdo de
IMAOs como farmacos antidepressivos desde 1950 (TYRER, 1979). A origem dos
antidepressivos inibidores da MAO teve inicio da década de 1950, ao notar-se que
a iproniazida, usada no tratamento de tuberculose, era capaz de deixar 0s
pacientes eufdricos e com humor elevado, descobrindo-se que a droga possuia

uma acao sobre as monoaminas cerebrais. Depois de estudos iniciais feitos por
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Crane e Kline, em 1956 e 1958, respectivamente, a iproniazida foi introduzida no
tratamento de pacientes com depressdao (SCAVONE e GORENSTEIN, 1996;
SNYDER, 1996). Os IMAOs, embora muito eficazes, apresentam efeitos colaterais
indesejaveis, principalmente em funcdo de sua inespecificidade de acédo
farmacoldgica, e em casos de superdosagens podem ser letais (KESSEL e
SIMPSON, 1995). Um dos efeitos colaterais mais associados aos IMAOS ¢é a
ocorréncia de crises hipertensivas e hiperpiréticas (MORENO, et al., 1999). Quanto
ao mecanismo de acao, os IMAOs podem ser classificados em a) nao seletivos e
irreversiveis, que se ligam de forma irreversivel as MAOs, como iproniazida,
isocarboxazida, tranilcipromina e fenelzina; b) seletivos e irreversiveis, como a
clorgilina, inibidora da MAO-A; e c) seletivos e reversiveis como brofaromina,
maclobemida, toloxatona e befloxatona. Estes ultimos tém sido explorados nos
altimos anos, compondo a classe de novos antidepressivos, denominados
multimodais. A moclobemida € um antidepressivo inibidor seletivo e reversivel da
MAO-A, indicada em casos de depressao refrataria e no tratamento de algumas
fobias (GOODMAN e GILMAN, 2012). Por outro lado, a selegilina é um inibidor
seletivo irreversivel da MAO-B, mas ndo possui acdo antidepressiva significativa,
apesar de ter efeito farmacoldgico potencial (HIMMELHOCH, 1995; GOODMAN e
GILMAN, 2012).

Os extratos avaliados neste trabalho parecem inibir principalmente o subtipo B da
MAO em concentracdes consideradas baixas (em torno de 100 ug/mL). A MAO-B
tem associacdo principalmente com a deficiéncia de dopamina no cérebro
(BOOYSEN, et al., 2011). Dos estudos recentes envolvendo as isoformas da MAO,
grande parte foca em doencas neurodegenerativas, uma vez que inibidores
seletivos da MAO-B (selegilina e rosagilina (irreversiveis) e isatina (reversivel) séo
indicados no tratamento da Doenca de Parkinson, apensar de serem menos
efetivos que a terapia classica com levodopa (GOODMAN e GILMAN, 2012;
FOLLMER e BEZERRA NETTO, 2013). A selegilina apresenta seletividade com
relacdo a MAO-B cerca de 250 vezes maior que para MAO-A. Estudo recentes
mostram que a menadiona (vitamina K3) € um inibidor reversivel com seletividade
para MAO-B 60 vezes maior que para MAO-A (COELHO-CERQUEIRA, et al.,
2011). Neste trabalho, apesar de néo realizarmos o estudo de reversibilidade da
atividade enzimatica, o extrato de G. acutata destacou-se por, aparentemente, inibir

a atividade da MAO-B de forma seletiva. A cepa 15S, isolada da semente do

IPQ 2020/1
18



UFMT - Trabalho de Conclusado de Curso de Quimica — Bacharelado

guarana, causou uma inibicdo da isoforma B a partir da concentracéo de 20 ug/mL,
sem efeitos in vitro sobre a atividade da isoforma A, até mesmo nas maiores

concentragoes.

Tabela 3. Efeito dos extratos de fungos endofiticos sobre a atividade da isoforma
A da monoamonooxidase (MAO-A) em cérebro de camundongos in vitro (nmol de
4-hidroxiquinolina/mg de proteina . min).

Extrato Veiculo 20 pg/mL 100 pg/mL 500 pg/mL
F. solani 0.37 £ 0.004 0.37 £0.011 0.38 £ 0.010 0.23 £ 0.028*
G. acutata 0.27 £ 0.003 0.29+£0.011 0.28 £ 0.004 0.29 £ 0.026
M. terrestris 0.29 + 0.004 0.27 £ 0.021 0.29 £ 0.032 0.18 = 0.016**
P. asparagi 0.24 + 0.008 0.40 £ 0.052* 0.41 + 0.056* 0.14 £ 0.029*

Os valores estdo expressos com média + S.E.M (erro padrdo da média) de 3 experimentos realizados em triplicata. Os
asteriscos representam o nivel de significancia em comparag&o ao grupo controle/veiculo: *P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey).

Tabela 4. Efeito dos extratos de fungos endofiticos sobre a atividade da isoforma
B da monoamonooxidase (MAO-B) em cérebro de camundongos in vitro (nmol de

4-hidroxiquinolina/mg de proteina . min).

Extrato Veiculo 20 pg/mL 100 pg/mL 500 pg/mL
F. solani 1.22 + 0.049 1.26 + 0.019 0.91 + 0.049* 0.50 £ 0.096***
G. acutata @ 1.78 £ 0.009 1.34 + 0.082* 0.96 £ 0.106*** 0.24 £ 0.137***
M. terrestris 1.13 £ 0.054 1.11 £ 0.045 1.02 £ 0.040 0.60 + 0.064**
P. asparagi 1.28 £+ 0.037 1.17 £ 0.058 0.99 + 0.068* 0.72 £ 0.042%**

Os valores estdo expressos com média + S.E.M (erro padrdo da média) de 3 experimentos realizados em triplicata. Os
asteriscos representam o nivel de significAncia em comparagéo ao grupo controle/veiculo: *P<0.05, ** P<0.01 e *** P<0.001
(ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey). @ O extrato de Glomerella acutata também foi testado na
concentragéo de 1 ug/mL: 1.64 + 0.049.

Cabe destacar também o efeito apresentado pelo extrato de P. asparagi, que
aumentou a atividade da isoforma A em concentracdes consideradas baixas. A
modulacao de enzimas reguladoras de processos metabolicos chave é responsavel
pela ativacdo ou inibicdo de reagdes quimicas especificas para cada situacéo,
resultando em respostas bioldgicas adequadas (MARZZOCO & TORRES, 2015;
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VOET et al., 2002). Existem dois tipos de regulacdo enziméaticas, uma intracelular
e uma extracelular. A intracelular é comandada pelos moduladores alostéricos
enzimaticos que podem ser negativos ou positivos (MARZZOCO & TORRES, 2015;
HAMMES, 2002). Muitas das enzimas celulares sdo alostéricas e possuem um sitio
de ligacao alostérico, a qual moduladores ligados a ele exercem influéncia sobre a
atividade enzimética, a qual pode ser aumentada ou diminuida. Quando a ligacao
do modulador promove aumento da atividade enzimatica, ele € chamado de
modulador alostérico positivo (MARZZOCO & TORRES, 2015; EVANS, 1991; LIM,
2002). No entanto, o mecanismo pelo qual uma substancia pode atuar como
ativador ou modulador positivo da MAO ainda ndo € bem entendido. De forma
particular, ndo encontramos na literatura qualquer outro relato sobre substancias
gue atuem aumentando a atividade de suas isoformas. Apesar de necessitar de
confirmacédo por estudos adicionais, além de andlises enzimaticas ex vivo, este
trabalho demonstra, pela primeira vez, o aumento na atividade enzimatica da MAO-
A induzida por um extrato de fungo endofitico.

Considerando que a inibicdo da atividade da MAO pode constituir um
mecanismo de acdo para drogas que amenizem o0s sintomas relacionados a
doencas neuropsiquiatricas, a acdo do tipo antidepressiva dos extratos de F. solani,
G. acutata, M. terrestris e P. asparagi foi investigada em testes comportamentais
em camundongos. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas figuras 1, 2, 3 e
4.

A andlise estatistica demonstrou que o tratamento agudo dos animais com
o extrato de F. solani reduziu significantemente o tempo total de imobilidade
(18,8%, Figura 1A) e aumentou a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade
(60%, Figura 1B) no teste da suspensdao da cauda, em comparagdo ao grupo
controle. De modo similar, quando os animais foram observados no teste do nado
forcado, o extrato induziu uma reduziu de 36,8% no tempo total de imobilidade
(Figura 1C) e aumento de 63,1% na laténcia para o primeiro episodio de imobilidade
(Figura 1D).

O tratamento agudo dos animais com o0 extrato de G. acutata reduziu
significantemente o tempo total de imobilidade (30%, Figura 2A) e aumentou a
laténcia para o primeiro episédio de imobilidade (96,1%, Figura 2B) no teste da
suspensao da cauda, quando comparados aos animais tratados apenas com o0

veiculo. Por outro lado, apesar de nédo alterar a laténcia para o primeiro episddio de
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imobilidade (Figura 2D), quando os animais foram observados no teste do nado
forgcado, o extrato induziu uma reducdo de 25,7% no tempo total de imobilidade
(Figura 2C).
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Figura 1. Efeito da administracdo do extrato de Fusarium solani (cepa 41BDA) sobre o tempo total
de imobilidade e a laténcia para o primeiro episddio de imobilidade no teste da suspenséo da cauda
(A e B, respectivamente) e no teste do nado for¢cado (C e D) em camundongos. Os animais
receberam o extrato na dose de 300 mg/kg, administrado pela via intragastrica (i.g.), uma hora antes
dos testes. Cada coluna representa a média = S.E.M. (erro padrdo da média) de 6-8 animais. Os
asteriscos indicam o nivel de significancia em comparacao ao grupo controle tratado com veiculo
(teste t de student) (*) P<0,05 e (**) P<0,01.
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Figura 2. Efeito da administracdo do extrato de Glomerella acutata (cepa 15S) sobre o tempo total
de imobilidade e a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade no teste da suspensao da cauda
(A e B, respectivamente) e no teste do nado forcado (C e D) em camundongos. Os animais
receberam o extrato na dose de 300 mg/kg, administrado pela via intragastrica (i.g.), uma hora antes
dos testes. Cada coluna representa a média = S.E.M. (erro padrdo da média) de 6-8 animais. Os
asteriscos indicam o nivel de significancia em comparacgéo ao grupo controle tratado com veiculo
(teste t de student) (*) P<0,05.

A administracdo do extrato de M. terrestris induziu uma reducédo no tempo
total de imobilidade tanto no TSC (35%, Figura 3A) como no TNF (28,8%, Figura
3C). Um aumento na laténcia apdés o tratamento agudo com M. terrestris foi
observado no TSC (106%, Figura 3B), porém ndo no TNF (Figura 3D).

Na dose e via de administragao avaliadas neste trabalho, o tratamento dos
animais com o extrato de P. asparagi ndo induziu alteragbes comportamentais nos

TSC e TNF em comparacéo ao grupo tratado somente com o veiculo (Figura 4).
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Figura 3. Efeito da administragéo do extrato de Mycoleptodiscus terrestris (cepa 30TSA) sobre o
tempo total de imobilidade e a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade no teste da
suspenséo da cauda (A e B, respectivamente) e no teste do nado forcado (C e D) em camundongos.
Os animais receberam o extrato na dose de 300 mg/kg, administrado pela via intragastrica (i.g.),
uma hora antes dos testes. Cada coluna representa a média + S.E.M. (erro padrdo da média) de 6-
8 animais. Os asteriscos indicam o nivel de significAncia em comparagéo ao grupo controle tratado
com veiculo (teste t de student) (*) P<0,05.
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Figura 4. Efeito da administracéo do extrato de Phomopsis asparagi (cepa 38TSA) sobre o tempo
total de imobilidade e a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade no teste da suspenséo da
cauda (A e B, respectivamente) e no teste do nado for¢cado (C e D) em camundongos. Os animais
receberam o extrato na dose de 300 mg/kg, administrado pela via intragastrica (i.g.), uma hora antes
dos testes. Cada coluna representa a média + S.E.M. (erro padrao da média) de 6-8 animais.

E importante ressaltar que um efeito psicoestimulantes, caracterizado pelo
aumento da atividade locomotora e exploratéria, pode dificultar a interpretacéo dos
resultados observados em ambos os TSC e TNF. Em situacdes em que 0s
tratamentos induzam efeitos psicoestimulantes, a reducéo no tempo de imobilidade
nos testes comportamentais deve ser analisada com cuidado, uma vez que pode
indicar um mero efeito estimulante, e ndo uma acao antidepressiva. Por exemplo,
a cafeina reduz o tempo de imobilidade em ambos os TSC e TSC em
camundongos, mas nao possui efeito do tipo antidepressivo (KILLINGER, 2012).
Por outro lado, o antidepressivo paroxetina, comumente utilizado clinicamente no
tratamento da depresséo, reduz o tempo de imobilidade nos TSC e TNF em

camundongos nas mesmas doses em que induz aumento na atividade locomotora
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dos animais (GAY et al., 2010); nestes casos, a acao antidepressiva deve ser
confirmada por testes adicionais, que n&o estdo sujeitos a interferéncias de
alteracbes locomotoras. Por este motivo, quando TSC e TNF s&o realizados, €
imperativo que a avaliacdo da locomocéo e exploracéo seja realizada.

Neste trabalho, a observacdo dos animais no teste do campo aberto (TCA)
demonstrou que, com exce¢do dos camundongos tratados com o extrato de G.
acutata, os parametros locomotores e exploratérios ndo foram alterados (Tabela 5).
O tratamento agudo dos animais tratados com G. acutata induziu um aumento
significativo tanto no numero de cruzamentos (32,3 %) como no numero de
elevagbes (69,7%). Apesar de ndo descartar a acao do tipo antidepressiva deste
extrato fungico, este dado deve ser observado com cautela, uma vez que é provavel
gue uma acao psicoestimulante seja induzida pela G. acutata.

A dopamina, em humanos é oxidada pela MAO-B (GLOVER, 1977) enquanto
em roedores a DA é oxidada pela MAO-A (JOHNSTON, 1968; YANG & NEFF,
1974). A MAO-B esta associada a prevencdo de processos neurodegenerativos,
tais como a doenca de Alzheimer e Parkinson (STAHL, 2000). Os inibidores
seletivos da MAO-B permitem o aumento nos niveis de dopamina, bem como
diminuicdo dos danos decorrentes do processo oxidativo da mesma.
Potencializadores da inibicdo da MAO-B fazem com que haja uma elevagéo da DA
disponivel na fenda sinaptica. Uma das consequéncias desse aumento é a ativacao
da via mesolimbica, responsavel pela recompensa (0 aumento de DA sinaliza ao
SNC que ocorreu algo considerado bom) e disfun¢des nestas vias estdo ligadas a
alteracdes que envolvem dependéncia e esquizofrenia (SCHULTZ et al., 1997;
SCHULTZ, 2016). O aumento de dopamina liberada também é responséavel por
efeitos comportamentais e motores, como o aumento da atividade locomotora
(MOREIRA et al., 2015). A DA desempenha um papel importante no vicio,
especialmente para psicoestimulantes, ja que drogas como cocaina, anfetamina,
morfina, nicotina e alcool sdo capazes de amplificar os niveis de DA (WISE, 1984,
IMPERATO et al., 1986; WISE & BOZARTH, 1987; DI CHIARA & IMPERATO,
1988).

Tabela 5. Efeito do tratamento agudo com o extrato de fungos endofiticos sobre as
atividades locomotora e exploratéria de camundongos no teste do campo aberto
(TCA).
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Cruzamentos Elevac6es
Extrato
Veiculo 300 mg/kg Veiculo 300 mg/kg
F. solani 104.30 £ 11.05 108.50 + 5.57 6.50 £ 0.57 4,63 +1.13
G. acutata 93.71+ 11.78 124.00 + 5.30* 7.00+£1.32 11.88 + 1.26*
M. terrestris 96.57 £ 10.48 91.38 + 4.93 6.88 +1.85 5.63 +1.60
P. asparagi 97.75 +12.60 106.50 + 12.60 8.82 +1.10 8.13+1.76

Os animais receberam os extratos na dose de 300 mg/kg, administrado pela via intragastrica (i.g.), uma hora antes do teste.
Cada coluna representa a média + S.E.M. (erro padrdo da média) de 6-8 animais. Os asteriscos indicam o nivel de

significancia em comparagéo ao grupo controle tratado com veiculo (teste t de student) (*) P<0,05.

Apesar de preliminares, estes resultados apontam para uma acéo do tipo
antidepressiva dos extratos obtidos de fungos endofiticos do Guarana. Alguns
microrganismos podem realizar hibridizacdo com suas plantas hospedeiras,
fazendo com que eles produzam substancias sintetizadas pela planta, e vice-versa.
O guarana possui uma rica composicdo de fitoquimicos como os polifendis e
metilxantinas, sendo que em alguns casos o0s efeitos antioxidantes desta espécie
estd associada proporcionalmente ao conteudo de polifendis dos extratos
(YAMAGUTI-SASAKI et al, 2007). Interessantemente, os fitoquimicos presentes na
P. cupana ja foram associados a efeitos benéficos em modelos animais de
neuropatologias e doencas neurodegenerativas (BOASQUIVIS, 2015).

De acordo com Scholey e Haskell (2008) a funcao terapéutica do guarana
mais conhecida é a de estimulante do sistema nervoso central (SNC). Além disso,
em estudos conduzidos em animais de laboratério, esta planta demonstrou acéo
antioxidante (DALONSO & PTKOWICZ, 2012; ZEIDA'N-CHULIA’ et al., 2013;
BITTENCOURT et al., 2012), efeitos ansioliticos (RONCON et. al, 2011) e efeitos
do tipo antidepressivo (CAMPOS et al., 2005; OTOBONE et al., 2007). Muitos
desses efeitos séo atribuidos a xantinas, como cafeina, teobromina e teofilina,
presentes em uma grande porcentagem da composicao do guarana. Flavonoides
(catecol e epicatecol), guaranina, saponinas, colina e taninos catéquicos também
estdo presentes em quantidades significativas e sédo implicados em alguns dos
efeitos biologicos do guarana. A cafeina é uma metilxantina que apresenta efeito
estimulante através da melhora do humor (LORIST; TOPS. 2003) e da funcao
cognitiva (MERCADANTE; SERRETTA; CASUCCIO, 2001). Ademais, alguns
pesquisadores relataram os efeitos preventivos e terapéuticos da cafeina em
doencas neurolégicas, tais como a Doenca de Parkinson (XU; BASTIA;
SCHWARSCHILD, 2005) e Alzheimer (ARENDASH; CAO, 2010). Considerando os
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resultados deste trabalho, pode-se supor que alguns dos fitoquimicos atribuidos ao
Guarand possam estar presentes também nos extratos de seus fungos endofiticos,

sendo responsaveis pelas acbes observadas.

6 Consideracdes finais

Dos extratos dos fungos endofiticos, Fusarium solani (cepa 41BDA),
Gibberella zeae (cepa 5S), Glomerella acutata (cepa 15S), Mycoleptodiscus
terrestris (cepa 30TSA) e Phomopsis asparagi (cepa 38TSA), provenientes das
raizes e sementes do Guarana avaliados neste trabalho de concluséo de curso, as
cepas F. solani, G. acutata, M. terrestres e a P. asparagi demonstraram ser
promissores inibidores da MAO in vitro, F. solani, M. terrestres e a P. asparagi
apresentaram uma acao do tipo antidepressiva ex vivo e a G. acutata parece induzir
efeito psicoestimulante.

Estes resultados tornam os extratos deste estudo interessantes como alvo
de trabalhos futuros na elucidacdo de seus efeitos biolégicos, principalmente os
gue envolvem a) a inibicdo da G. acutata sobre a MAO-B, b) os efeitos sobre a
atividade da MAO ex vivo, ¢) a composi¢ao quimica e o isolamento de substancias,
d) modelos de neuropsiquiatricas, com indu¢cdo de comportamento do tipo
depressivo e do tipo ansioso, €) modelos animais de doencas neurodegenerativas,
como doenca de Parkinson, e f) mecanismos de acao relacionados.

Além disso, o aperfeicoamento das técnicas e procedimentos de cultura e
extracdo dos fungos se faz necessaria, para que haja um melhor rendimento dos
extratos, uma vez que um possivel isolamento de seus compostos ativos pode

amparar o desenvolvimento de farmacos a partir destes endofitos.
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