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RESUMO:

As enzimas de origem microbiana sdo compostos naturais de grande relevancia
para a industria farmacéutica, sendo a L-asparaginase uma dessas por ser
importante no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LAA), sendo
primordial encontrar novas fontes de L-asparaginase. Uma fonte em potencial
de L-asparaginase sdo fungos endofiticos de plantas medicinais. Assim, este
estudo teve como objetivo selecionar fungos endofiticos produtores de L-
asparaginase associados as plantas medicinais amazonicas Himatanthus sucuuba
e Calycophyllum spruceanum. Os fungos endofiticos foram reativados da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da UFAC em meio
BDA e identificados por analise morfoldgica. Para o ensaio enzimatico, os
fungos foram crescidos em meio BDA por 7 dias a 28 °C, e trés plugues de
micélio fungico inoculados em &4gar modificado Czapex Dox-McDox e
incubados a 28 °C por 7 dias. Apds incubagdo, foi identificado como positivo a
mudanca de coloragcdo do meio de cultura de amarelo para azul. Um total de 38
fungos endofiticos foram reativados e 34 isolados (89,47%) foram positivos para
a producao da enzima L-asparginase, com destaque para fungos dos géneros
Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiploidia, Paecilomyces, Penicillium,
Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma e Xylaria. As plantas medicinais
amazonicas H. sucuuba e C. spruceanum abrigam fungos endofiticos com
potencial para a produgdo de L-asparginase.

PALAVRAS-CHAVE: Agentes Antineoplasicos; Asparagina; Compostos
Bioativos; Endofiticos; Amazonia.

ABSTRACT:

Enzymes of microbial origin are natural compounds of great relevance to the pharmaceutical industry, L-
asparaginase being one of these because it is important in the treatment of acute lymphoblastic leukemia
(AAL), and it is essential to find new sources of L-asparaginase. A potential source of L-asparaginase is
endophytic fungi from medicinal plants. Thus, this study aimed to select L-asparaginase-producing
endophytic fungi associated with the Amazonian medicinal plants Himatanthus sucuuba and
Calycophyllum spruceanum. Endophytic fungi were reactivated from the collection of microorganisms
from UFAC Microbiology Laboratory in PDA medium and identified by morphological analysis. For
enzymatic assay, the fungi were grown in PDA medium for 7 days at 28 °C, and three plugs of fungal
mycelium were inoculated in modified Czapex Dox-McDox agar and incubated at 28 °C for 7 days. After
incubation, the color change of the culture medium from yellow to blue was identified as positive. A total
of 38 endophytic fungi were reactivated and 34 isolates (89.47%) were positive for the production of the
enzyme L-asparginase, with emphasis on fungi of the genera Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiploidia,
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma and Xylaria. The Amazonian
medicinal plants H. sucuuba and C. spruceanum harbor endophytic fungi with the potential for the
production of L-asparginase.

KEYWORDS: Antineoplastic Agents; Asparagine; Bioactive Compounds; Endophytes;, Amazon.

RESUMEN:

Las enzimas de origen microbiano son compuestos naturales de gran relevancia para la industria
farmacéutica, siendo la L-asparaginasa uno de estos debido a que es importante en el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda (LEA), siendo imprescindible encontrar nuevas fuentes de L-asparaginasa.

1S5N:2359-3652

REVISTA

DESAFIOS



1S5N:2359-3652

DESAFIOS

REVISTA

V.11, n.5, julho/2024. ISSN n° 2359-3652

Una fuente potencial de L-asparaginasa son los hongos enddfitos de plantas medicinales. Asi, este estudio
tuvo como objetivo seleccionar hongos enddfitos productores de L-asparaginasa asociados con las plantas
medicinales amazonicas Himatanthus sucuuba y Calycophyllum spruceanum. Los hongos endofiticos
fueron reactivados a partir de la coleccion de microorganismos del Laboratorio de Microbiologia de la
UFAC en medio PDA y identificados mediante analisis morfologico. Para el ensayo enzimatico, los hongos
se cultivaron en medio PDA durante 7 dias a 28 °C, y se inocularon tres tapones de micelio fingico en
agar Czapex Dox-McDox modificado y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Después de la incubacion, se
identifico como positivo el cambio de color del medio de cultivo de amarillo a azul. Un total de 38 hongos
enddfitos fueron reactivados y 34 aislados (89,47%) resultaron positivos a la produccion de la enzima L-
asparginasa, con énfasis en hongos de los géneros Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiploidia,
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma y Xilaria. Las plantas medicinales
amazonicas H. sucuuba y C. spruceanum albergan hongos endofiticos con potencial para la produccion
de L-asparginasa.

Palabras clave: Agentes Antineoplasicos; Asparagina;, Compuestos Bioactivos; Endofitos; Amazonas.
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INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo organismos que passam a totalidade ou parte
de seu ciclo de vida colonizando tecidos vegetais de forma inter e/ou intracelular sem
apresentar sintomas aparentes na planta hospedeira (Rodriguez et al., 2009;
Hatamzadeh et al., 2020; Yap et al., 2021). Dentro da comunidade endofitica, tém-se os
fungos que atualmente sdo considerados uma nova fonte de produtos naturais de
importancia medicinal, incluindo agentes anticancerigenos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antiparasitarios e antioxidantes, se devendo a produgdo de moléculas
como alcaloides, acidos fendlicos, flavonoides, quinonas, taninos, terpenoides e
xantonas (Bungihan et al., 2011; Moreno et al., 2011; Dhankhar ef al. 2013; Sopalun et
al.,2020; Yap et al., 2021; Baliza et al., 2023).

A relagdo simbiotica existente entre fungos endofiticos e planta faz com que
esses microrganismos sejam capazes de produzir metabolitos cuja produgdo é mantida
pela planta hospedeira (Aly, Debbab e Proksch, 2011; Hatamzadeh et al., 2020).
Metabolitos produzidos por fungos endofiticos podem ser uteis no desenvolvimento de
novas drogas em virtude da ampla gama de atividade biologicas que esses compostos

bioativos apresentam (Guo et al., 2008; Hatamzadeh et al., 2020).

As enzimas de origem microbiana sdo compostos naturais de grande relevéncia
para a industria farmacéutica (Hatamzadeh et al., 2020; El-Gendy et al., 2021). A L-
asparaginase ¢ uma dessas enzimas cuja fung@o ¢ catalisar a hidrolise do aminoacido L-
asparagina em acido L-aspartico e amoénia (Shrivastava et al., 2016), sendo uma
importante enzima terapéutica utilizada no tratamento da leucemia linfoblastica aguda
(LAA) (Mccredie e Ho, 1973; Patil, Patil ¢ Mahjeshwari, 2012; Hatamzadeh et al.,
2020). Ela remove a L-asparagina requerida pelas células cancerigenas da leucemia
necessarias ao seu crescimento, privando-as de adquirir L-asparagina (Chand et al.,

2020).

Atualmente, a L-asparaginase comercial é originada de fontes bacterianas,
como Escherichia coli e Erwinia sp. (Batool et al., 2015; Hatamzadeh et al., 2020; Yap
et al., 2021). Porém, os efeitos colaterais da enzima derivada de bactérias incluem
efeitos colaterais toxicos e fatais, como febre, falta de ar, inchago dos labios e cdlicas
abdominais (Verma et al.,, 2007; Hosamani e Kaliwal, 2011). Tendo em vista a
importancia dessa enzima no tratamento da leucemia, é primordial encontrar novas

fontes de L-asparaginase com efeitos colaterais minimos (Muneer et al., 2020).
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A L-asparaginase derivada de eucariotos pode apresentar menor toxicidade e
resposta imune reduzida (Prihanto et al., 2019, Sreejai et al., 2019). Fungos endofiticos
apresentam a capacidade de produzir enzimas extracelulares em grandes quantidades,
que sdo facilmente extraidas e purificadas, podendo ser fontes ideais de L-asparaginase
(Hatamzadeh et al., 2020). Além disso, espécies fungicas podem produzir enzimas
semelhantes as enzimas humanas devido a sua natureza eucariotica, podendo ter melhor

sucesso no tratamento do cancer do que enzimas bacterianas (Serquis e Oliveira, 2004).

L-asparaginase de fungos endofiticos isolados de plantas medicinais tem sido
relatada nos ultimos anos (Theantana, Hyde e Lumyong, 2007). Foi relatado que os
compostos produzidos por fungos endofiticos sio semelhantes aos compostos
produzidos pelas plantas hospedeiras devido a estreita relagdo entre planta e
microrganismo (Chandra, 2012). Nos paises asiaticos, foi descoberto que fungos
endofiticos isolados de plantas medicinais produzem compostos bioativos com
propriedades anticancerigenas, como espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e

Penicillium (Chow e Ting, 2015; Chen et al., 2016; Yap et al., 2017).

Neste estudo, fungos endofiticos isolados de duas plantas medicinais nativas da
Amazoénia, Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.) Woodson (sucuuba) e
Calycophyllum spruceanum (Benth.) K. Schum (mulateiro) foram testados quanto a
producdo da enzima L-asparaginase. Essas plantas sdo conhecidas por apresentarem
propriedades medicinais (Peixoto et al., 2018; Silva et al., 2021). Muitas das indica¢des
medicinais da sucuuba e do mulateiro sdo oriundos do conhecimento tradicional de
populagdes indigenas nativas das florestas amazonicas (Wen et al., 2011; Peixoto et al.,

2018).

A espécie H. sucuuba, pertencente a familia Apocynaceae, ¢ uma espécie
arborea de grande porte nativa da Amazonia, atingindo de 20 a 30 m de altura (Herrera-
Calderon et al., 2021; Silva et al., 2021). Ela ¢ conhecida popularmente na regido norte
do Brasil como sucuuba, janaguba ou sucuba, e seu valor € atribuido aos seus diferentes
efeitos fitoterapicos (Silva er al., 2021). O latex, cascas e folhas possuem agdo
antitumoral, o que justifica o uso popular da planta (Amaral et al., 2007, Silva et al.,
2010). O latex da sucuuba ¢ utilizado pelas populagdes tradicionais da Amazonia como
anti-inflamatorio, analgésico, no tratamento de tumores, ulcera, tuberculose, artrite,
furtinculos e edema (Amaral et al., 2007). Suas cascas sdo utilizadas para o tratamento
de tlceras, como analgésico e antitussigeno (Silva et al., 2010; Rebougas et al., 2012;

Herrera-Calderén et al, 2021). Também foi reportada atividade sobre a pressdo
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sanguinea, musculatura lisa, permeabilidade capilar, cicatrizante e antileishmaniose

(Castillo et al., 2007).

A espécie C. spruceanum ¢ uma espécie nativa da Amazonia pertencente a
familia Rubiaceae, podendo ser encontrada em paises como Brasil, Bolivia, Equador e
Peru (Peixoto et al, 2018). No Brasil, a arvore ¢ popularmente conhecida como
mulateiro ou pau mulato (Tauchen et al., 2011; Peixoto et al., 2018). Na medicina
tradicional, o mulateiro ¢ conhecido por possuir diversas agdes biologicas, dentre elas
acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e antiparasitaria (Zuleta et al., 2003; Santos et
al., 2016). E utilizado como contraceptivo, cha para prevengdo de envelhecimento,
doengas gastricas ¢ uterinas, disturbios do aparelho geniturinario, colesterol alto,
problemas de tircoide e para tratar diabetes (Caetano er al., 2014). Sendo também
amplamente apreciado por suas fun¢des cosmetoldgicas, dentre elas, rejuvenescimento,
hidratante curativo de rugas, cicatrizante, como protetor solar, no tratamento de
manchas na pele, e como fortalecedor no controle de queda para os fios do couro

cabeludo (Morais ef al., 2009; Santos et al., 2016).

Embora a produg¢do de L-asparaginase a partir dessas plantas ndo seja
conhecida, ¢ conhecido que fungos endofiticos produzem compostos bioativos
semelhantes aos produzidos pela planta hospedeira, ¢ o0 uso desses microrganismos ao
invés da planta ¢ interessante pois reduz o tempo, custo e area de produgao, se tornando
uma alternativa sustentavel e economicamente viavel de obtengdo da L-asparaginase
(Baliza et al., 2023). Plantas medicinais nativas da Amazdnia se constituem como
detentoras de uma grande diversidade de microrganismos endofiticos ainda
inexplorados. Apesar da importidncia medicinal, estudos com fungos endofiticos
associados as plantas medicinais H. sucuuba e C. spruceanum produtores de L-

asparaginase ainda ndo foram relatados.

Assim, este estudo teve como objetivo selecionar fungos endofiticos produtores
de L-asparaginase associados as plantas medicinais amazonicas H. sucuuba e C.

Spruceanunmi.

METODOLOGIA

Reativacao dos fungos endofiticos e estabelecimento de culturas puras
Os fungos endofiticos avaliados neste estudo foram isolados das espécies
amazonicas H. sucuuba (Ribeiro-Gomes et al., 2022) e C. spruceanum, ¢ culturas

representativas foram depositadas na colecdo de fungos do Laboratorio de
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Microbiologia da Universidade Federal do Acre (UFAC). As cepas flingicas estavam

armazenadas em agua destilada a temperatura ambiente (Castellani, 1963).

A selecdo dos fungos endofiticos foi baseada na diversidade dos morfotipos
isolados. Para a reativacdo, os microrganismos foram cultivados em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar-BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose e 15 g de agar para 1 L
de agua destilada) por 7 dias a 28 °C. As colonias fungicas foram posteriormente

transferidas para tubos com meio BDA para o estabelecimento de culturas puras.

Identificacdo dos fungos endofiticos

Os isolados fingicos foram analisados apds 14 dias de cultivo em meio BDA a
temperatura de 28 °C, e a identificacdo foi feita por métodos morfologicos. A
identificacdo morfoldgica dos isolados foi realizada com base na morfologia das
coldnias fingicas (cor e textura do micélio, formato da colonia e produgido de pigmento)
e estruturas reprodutivas (caracteristicas das hifas e conidios). Um isolado
representativo de cada morfoepécie foi selecionado e cultivado em meio BDA para
identificacdo microscopica (Azevedo et al., 2010). A analise micromorfologica foi
realizada pela técnica de microcultivo, usando os meios BDA e Aveia (30 g de aveia e
15 g de agar para 1 L de agua destilada). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente durante 7 dias, e ao final do periodo as laminulas foram coradas com o corante
azul de lactofenol para visualizagdo das estruturas reprodutivas e comparadas com

literatura especifica (Azevedo et al., 2010; Barnett e Hunter, 1999).

Selecio in vitro de fungos endofiticos produtores de L-asparaginase

Os fungos endofiticos foram testados quanto a sua capacidade de produzir a
enzima L-asparaginase. Para realizagdo do ensaio, foram produzidas culturas puras dos
isolados fungicos. Os fungos foram crescidos em meio de cultura BDA por 7 dias a
temperatura de 28 °C. Trés plugues de micélio fungico de 5 mm de didmetro foram
inoculados em agar modificado Czapex Dox (McDox) (agar 20,0 g, glicose 2,0 g, L-
asparagina 10,0 g, KH,PO4 1,52 g, KCl1 0,52 g, MgS04.7H,0 0,52 g, CuNOs.3H,O
0,001 g, ZnSO4.7H,0 0,001 g, e FeSO4.7H20 0,001 g) suplementado com o indicador
azul de bromotimol 0,009% (Kumar ef al., 2013; Chow e Ting, 2015). As placas foram
incubadas a 28 °C por 7 dias, e apds esse periodo, foi verificada a mudanga de coloragio
do meio de cultura de amarelo para azul, indicando alcaliniza¢do do meio pela hidrolise
da L-asparagina em acido L-aspartico e liberagdo de NH4" pela enzima L-asparaginase.

Foram feitas trés repeti¢cdes para cada isolado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Reativacao e identificacio dos fungos endofiticos

Um total de 38 fungos endofiticos associados as plantas medicinais H. sucuuba
(23 isolados) e C. spruceanum (15 isolados) foram reativados (Tab. 1). Os endofiticos
foram classificados a nivel de género com base nas diferentes caracteristicas
morfologicas (Fig. 1). Vinte e quatro fungos endofiticos foram identificados como
espécies pertencentes aos géneros Colletotrichum (2), Fusarium (6), Lasiodiplodia (1),
Paecilomyces (2), Penicillium (2), Pestalotiopsis (1), Phomopsis (8), Trichoderma (1)
e Xylaria (1). Outros 14 isolados ndo foram identificados por ndo produzirem estruturas

reprodutivas, sendo considerados Micélio Estéril.

Figura 1 — Analise macroscopica de fungos endofiticos isolados das plantas medicinais
amazonicas Himatanthus sucuuba (A) Pestalotiopsis sp. 1 (2.2939) e (B) Phomopsis sp.
3 (2.2859), e Calycophyllum spruceanum (C) Colletotrichum sp. 1 (2.3366) ¢ (D)
Trichoderma sp. 1 (2.3025).

Fonte: elaboragdo do proprio autor.

Selecao in vitro de fungos endofiticos produtores de L-asparaginase

No ensaio enzimatico, 38 fungos endofiticos isolados foram avaliados quanto a
sua capacidade de producdo da enzima L-asparaginase. Desse total, 34 isolados
(89,47%) foram positivos para a produco extracelular da enzima na triagem preliminar
(Tab. 1 e Fig. 2), onde a mudanga de colora¢do do meio Czapex Dox (McDox) de
amarelo para azul foi evidente, devido a mudanca de pH ocasionado pela liberacdo de
NH4* (Fig. 3). Todas as espécies dos géneros Colletotrichum, Fusarium, Paecilomyces,
Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis, Lasiodiplodia, Trichoderma e Xylaria das
plantas medicinais avaliadas neste estudo podem produzir L-asparaginase, incluindo
isolados ndo identificados. Enquanto isso, apenas quatro isolados fungicos nao

produziram L-asparaginase, todos ndo identificados.
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Tabela 1 — Fungos endofiticos isolados de plantas medicinais amazdnicas ¢ sua

atividade de producao de L-asparaginase.

C?dlgo do Fungo Planta hospedeira Produga(? de
isolado L-asparaginase
2.3441 Colletotrichum sp. 1 Himatanthus sucuuba +
2.3366 Colletotrichum sp. 1 Calycophyllum spruceanum +
2.2853 Fusarium sp. 1 H. sucuuba +
2.3445 Fusarium sp. 2 H. sucuuba +
2.3499 Fusarium sp. 3 H. sucuuba +
2.1518 Fusarium sp. 1 C. spruceanum +
2.3096 Fusarium sp. 2 C. spruceanum +
2.3341 Fusarium sp. 3 C. spruceanum +
2.2540 Lasiodiplodia sp. 1 C. spruceanum +
2.3629 Pacecilomyces sp. 1 H. sucuuba +
2.2219 Paecilomyces sp. 2 H. sucuuba +
2.3455 Penicillium sp. 1 H. sucuuba +
2.2825 Penicillium sp. 2 H. sucuuba +
2.2939 Pestalotiopsis sp. 1 H. sucuuba +
2.3026 Phomopsis sp. 1 H. sucuuba +
2.2838 Phomopsis sp. 2 H. sucuuba +
2.2859 Phomopsis sp. 3 H. sucuuba +
2.3043 Phomopsis sp. 1 C. spruceanum +
2.3186 Phomopsis sp. 2 C. spruceanum +
2.3228 Phomopsis sp. 3 C. spruceanum +
2.3482 Phomopsis sp. 4 C. spruceanum +
2.3076 Phomopsis sp. 5 C. spruceanum +
2.3025 Trichoderma sp. 1 C. spruceanum +
2.2546 Xylaria sp. 1 C. spruceanum +
2.2910 Micélio estéril sp. 1 H. sucuuba +
2.2932 Micélio estéril sp. 2 H. sucuuba +
2.1773 Micélio estéril sp. 3 H. sucuuba +
2.1694 Micélio estéril sp. 4 H. sucuuba +
2.2365 Micélio estéril sp. 5 H. sucuuba +
2.2216 Micélio estéril sp. 6 H. sucuuba +
2.3397 Micélio estéril sp. 7 H. sucuuba +
2.2858 Micélio estéril sp. 8 H. sucuuba +
2.3539 Micélio estéril sp. 9 H. sucuuba +
2.2405 Micélio estéril sp. 1 +

1

0 H. sucuuba
1 H. sucuuba
C. spruceanum

2.3504 Micélio estéril sp.
2.1654 Micélio estéril sp. 1
2.3304 Micélio estéril sp. 2 C. spruceanum

2.2417 Micélio estéril sp. 3 C. spruceanum -

Total 38

Fonte: Elaboragao do proprio autor.
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Figura 2 — Comparagdo entre o total de fungos endofiticos contra os isolados
produtores de L-asparaginase de plantas medicinais amazonicas Himatanthus

sucuuba e Calycophyllum spruceanum.
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Figura 3 — Ensaio enzimatico de L-asparaginase de fungos endofiticos das plantas
medicinais amazonicas Himatanthus sucuuba (A) Fusarium sp. 1 (2.2853); (B)
Penicillium sp. 2 (2.2825); e (C) Phomopsis sp. 3 (2.2859); e Calycophyllum
spruceanum (D) Fusarium sp. 3 (2.3341); (E) Phomopsis sp. 1 (2.3043); e (F) Xylaria
sp. 1 (2.2546).

Fonte: elaboragdo do préprio autor.
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Do total de fungos endofiticos que apresentaram atividade enzimatica, os
isolados nao identificados foram os mais representativos (29,41%,), seguidos dos fungos

pertencentes aos géneros Phomopsis (23,53%) e Fusarium (17,65%) (Fig. 4).

Figura 4 — Frequéncia relativa de géneros de fungos endofiticos isolados de plantas

medicinais da Amazonia com atividade para a enzima L-asparaginase.
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A L-asparaginase ¢ uma das enzimas terapéuticas mais eficientes no tratamento
da leucemia linfoblastica aguda (LAA) (Nakamura, Wilkinson ¢ Woodruff, 1999).
Plantas e microrganismos sdo capazes de produzir a enzima (Serquis e Oliveira, 2004).
Microrganismos endofiticos, especialmente fungos, sdo fontes ricas de novos
compostos bioativos (Hwang et al.,, 2011). Alguns estudos ja demonstraram a
capacidade que fungos endofiticos tém de produzirem esta enzima (Silva et al., 2018;
Padua et al., 2019). Neste estudo, foram avaliadas a capacidade de fungos endofiticos
associados as plantas medicinais Amazonicas de produzirem a enzima L-asparaginase.
Um total de 38 fungos foram examinados quanto a atividade da L-asparaginase, onde

34 fungos (89,47%) demonstraram a capacidade de produzir a enzima extracelular.

Este é o primeiro relato da producdo de L-asparaginase por fungos endofiticos

associados as plantas medicinais Amazonicas Himatanthus sucuuba ¢ Calycophyllum
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spruceanum. Os relatos sobre a producgdo da enzima L-asparaginase a partir de fungos
sdo bastante escassos, particularmente no caso de fungos endofiticos, embora ja seja
comprovado os beneficios do uso desses microrganismos (Krishnapura et al., 2015).
Por serem eucaridticos e residirem no interior das plantas, ¢ possivel que a L-
asparaginase secretada por fungos endofiticos possa ter baixa toxicidade para humanos

(Strobel et al., 2003).

Os fungos endofiticos positivos para a atividade da L-asparaginase pertenciam
aos géneros Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia, Paecilomyces, Penicillium,
Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma e Xylaria. A enzima L-asparaginase pode ser
produzida por muitas espécies de fungos dos géneros Trichoderma, Fusarium,
Pestalotiopsis, Penicillium ¢ Phomopsis (El-Gendy et al., 2017, Prihanto et al., 2019,
Sreejai et al., 2019).

Um estudo anterior relatou a atividade da L-asparaginase para espécies dos
géneros Colletotrichum, Fusarium e Penicillium (Chow e Ting, 2015). O género
Colletotrichum abriga espécies que podem ser encontradas em uma diversidade de
plantas, que incluem leguminosas, gramineas ¢ plantas medicinais (Chow e Ting, 2015).
A espécie Colletotrichum gloeosporioides foi relatada como produtora de L-

asparaginase, mostrando alta pureza e efeito anticancerigeno (Yap et al., 2022).

De forma semelhante, espécies endofiticas de Fusarium, Penicillium,
Paecilomyces, Pestalotiopsis, Phomopsis e Xylaria sdo amplamente distribuidos, tanto
em climas tropicais quanto em climas temperados (Aweskamp et al., 2009). Esses
géneros de fungos sdo conhecidos como produtores de uma variedade de compostos
bioativos para aplicacOes agricolas, médicas e ambientais (Gangadevi et al., 2008; Yap
et al., 2021), como alcaloides e antibioticos (Kumara et al., 2012), porém estudos com
a L-asparaginase ainda ¢ bastante escasso. O género Fusarium apresentou resultado
positivo para producdo de L-asparaginase, conforme observado em outros estudos

(Thirunavukkarasu et al., 2011; Chow e Ting, 2015).

A espécie Fusarium proliferatum (CCH) foi relatada como tendo alta atividade
de L-asparaginase em avaliacOes qualitativas e quantitativas (Yap ef al., 2021), onde a
produgdo de L-asparaginase foi afetada pela fonte de carbono. Nesse estudo, a produgéo
de L-asparaginase pelo fungo endofitico F. proliferatum (CCH) diminuiu quando a
concentracdo de glicose foi aumentada, porque a disponibilidade de glicose interfere na
produgdo da enzima, uma vez que o fungo prefere utilizar uma fonte de carbono

energeticamente eficiente (glicose) do que outras fontes de nitrogénio menos eficientes
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para acompanhar as altas atividades metabdlicas fungicas (Adnan et al., 2018; Yap et
al., 2021). Esse fato pode explicar o porqué de quatro isolados fungicos avaliados no
presente estudo nao terem produzido a enzima L-asparaginase. A temperatura e o pH
também sdo outras variaveis que podem afetar a producdo da enzima extracelular

(Meghavarnam e Janakiraman, 2017; Yap et al., 2021).

A espécie Phomopsis azadirachtae foi avaliada quanto a producdo de enzimas
extracelulares, e além das enzimas avaliadas, a cepa também era capaz de produzir L-
asparaginase (Vedashree et al., 2013). O género Lasiodiploidia abriga espécies de
fungos capazes de produzirem L-asparaginase. A enzima L-asparaginase produzida por
Lasiodiploidia theobromae foi purificada e avaliada a atividade antileucémica,
apresentando atividade especifica de 468,03 U/mg e atividade total de 84,4 U/mL
(Moubasher et al., 2022).

Viarios trabalhos ja demonstraram que fungos endofiticos dos géneros
Penicillium sdo fontes promissoras de L-asparaginase (Santos et al., 2015, Silva et al.,
2018). Em um estudo com fungos endofiticos da espécie de planta Cereus jamacaru, de
33 isolados de Penicillium, quatro apresentaram a capacidade de produzir L-
asparaginase (Santos et al., 2015). Ao estudarem fungos endofiticos de plantas com
propriedades anticancerigenas, Chow e Ting (2015) destacaram a espécie Penicillium
simplicissimum como o terceiro maior produtor de L-asparaginase entre todos os

isolados que apresentaram atividade enzimatica.

A produgdo de metabolitos secundarios por fungos endofiticos impacta
fortemente os produtos farmac€uticos modernos, o que tem levado a exploragdo desse
recurso bioldgico para tornar o processo mais vantajoso para uso humano (Banyal et al.,
2021). A importancia industrial da L-asparaginase implica na busca por novas fontes de
producdo da enzima, contribuindo para aplicagdes biotecnologicas na industria
farmacéutica. Nossos resultados sugerem que espécies de plantas de importancia
medicinal sdo detentoras de uma diversidade de fungos endofiticos capazes de
produzirem L-asparaginase, sendo necessarios mais estudos voltados para a

bioprospecc¢do ¢ caracterizagdo da enzima produzida por esses microrganismos.

CONSIDERACOES FINAIS
As plantas medicinais amazonicas Himatanthus sucuuba ¢ Calycophyllum
spruceanum abrigam fungos endofiticos com potencial para a produgdo da enzima L-

asparaginase, com destaque para as espécies dos géneros Colletotrichum, Fusarium,
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Lasiodiploidia, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma ¢

Xylaria como os principais produtores.
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