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Resumo

GALDINO, Kennia de Cassia Araujo. Fungos endofiticos isolados a partir de
Mikania hastato-cordata: obtencdo dos extratos e avaliacdo da atividade
antiglioma. 2016. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Gliomas séo tumores que apresentam caracteristicas fenotipicas e génicas similares as
células gliais do SNC e sédo o tipo mais comum de tumor cerebral primario. O
glioblastoma multiforme (GBM) € classificado como glioma de grau IV, de acordo com
sua malignidade e morfologia. Pacientes diagnosticados com GBM apresentam
sobrevida média de um ano. O tratamento empregado atualmente é a cirurgia, quando
possivel, seguido de radio/quimioterapia, com a utilizacdo da temozolomida (TMZ).
Entretanto, esses tratamentos demonstram eficacia limitada devido a capacidade
desses tumores de difundir-se amplamente no parénquima normal circundante, sendo
necessaria a busca de novas modalidades terapéuticas capazes de inibir o
desenvolvimento tumoral. Plantas que possuem determinada acdo medicinal conhecida
poderiam ser hospedeiras de micro-organismos endofiticos que, por sua vez, poderiam
apresentar tais propriedades, pelas quais estas plantas sdo conhecidas. Assim, 0s
objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito antiglioma dos extratos do fungo
endofitico de Mikania hastato-cordata e determinar a presenca de compostos fendélicos
e o teor de flavonoides presentes nos mesmos. Para tanto, o fungo isolado de folhas
sadias de M. hastato-cordata foi posto em meio liquido BD para a producédo de
biomassa fungica e de compostos do metabolismo secundario, em trés diferentes
tempos de cultivo 13, 20 e 27 dias. Apoés, cada biomassa foi filtrada e separada do seu
respectivo meio de cultivo. Os solventes DCM, AcoEt e n-BuOH foram utilizados para a
obtencdo dos extratos do metabolismo secundario de cada um dos meios nos
diferentes tempos de cultivo. O ultimo tempo da biomassa fungica foi utilizada para a
extracdo de compostos com o uso de MeOH. Todos os extratos foram utilizados para
avaliar a viabilidade celular de células de glioma C6 e cultura primaria de astrocitos. Os
resultados indicam que os extratos obtidos em diferentes tempos de cultivo do fungo
foram capazes de inibir o crescimento da linhagem tumoral de glioma C6 de rato. Além
disso, quando testadas em culturas primaria de astrocitos, 0s extratos nao
demonstraram efeito citotdxico. Este efeito pode ser atribuido a presenca de
compostos fendlicos e de flavonoides nos extratos que exibiram melhor potencial
antiglioma. Assim, verifica-se que micro-organismos endofiticos isolados de Mikania
hastato-cordata, abrigam enddfitos que possuem potencial terapéutico que pode ser
aplicado ao tratamento do GBM.

Palavras- chaves: Guaco; Mikania; endofiticos; compostos fendlicos; glioma;
citotoxicidade.



Abstract

GALDINO, Kennia de Céssia Araujo. Endophytic fungous isolated from Mikania
hastato-cordata: extract preparation and antiglioma activity evaluation. 2016.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgéo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Gliomas are tumors that exhibit phenotypic and genetic characteristics related to glial
cells of the CNS, being the most common type of primary brain tumor. Glioblastoma
multiforme (GBM) is classified as grade IV glioma, according to its malignancy and
morphology. Patients diagnosed with GBM have one year of median survival. The
currently employed treatment is surgery when possible, followed by radio/chemotherapy
with temozolomide (TMZ). However, these treatments have shown limited effectiveness
due to the ability of these tumors to diffuse widely in the surrounding normal
parenchyma, requiring search for new therapeutic modalities capable of inhibiting tumor
growth and thereby increase the survival of patients. Medicinal plants presenting certain
known medicinal action could be host of endophytes, which in turn could present such
properties. Thus, the objectives of this study were to evaluate the effect of antiglioma
endophytic fungus extracts obtained from Mikania hastato-cordata and determine the
presence of phenolic and flavonoid content present in the extracts. The fungus isolated
from healthy leaves of M. cordata-hastato was put into BD liquid medium for the
production of fungal biomass and production of secondary matabolitos in three different
culture times (13, 20 and 27 days). After this time, each biomass is filtered and
separated from their respective culture media. The DCM and AcOEt solvents were used
for obtaining the secondary metabolism extracts of each culture times. The last time the
fungal biomass was used for the extraction of compounds using MeOH. All extracts
were used to evaluate cell viability of C6 glioma cells and primary cultured astrocytes.
These results indicate that the extracts obtained at different times of fungal culture were
able to inhibit C6 glioma cell line growth. Furthermore, when tested in primary astrocyte
cultures, the extracts showed no cytotoxic effect. This effect can be attributed to the
presence of phenolic compounds obtained in two of the four extracts obtained. Thus,
the results suggest that endophytic microorganisms isolated from Mikania cordata-
hastato have therapeutic potential that can be applied to the GBM treatment.

Key words: Guaco; Mikania; endophytics; phenolic compounds; glioma;
citotoxicity.
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1. Introducéao

Gliomas sdo tumores que apresentam caracteristicas génicas e fenotipicas
relacionadas as células gliais do sistema nervoso central (SNC), sendo o tipo mais
comum de tumor cerebral primario. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
o glioblastoma multiforme (GBM) é classificado como um tumor de grau |V, baseado
em critérios morfoldgicos e caracteristicas histopatolégicas (HUSE & HOLLAND, 2010).
Pacientes diagnosticados com GBM apresentam sobrevida média de um ano, e
constitui-se entédo, na forma mais comum e devastadora de tumor cerebral (HUSE &
HOLLAND, 2010; STUPP et al., 2005; 2009).

O tratamento empregado atualmente é a cirurgia, quando possivel, seguido de
radio- e quimioterapia, sendo a temozolomida (TMZ) o primeiro agente quimioterapico
aprovado para ser utlizado no tratamento do GBM (BUTOWSKI et al.., 2006).
Entretanto, esses tratamentos demonstram eficacia limitada devido a capacidade
desses tumores em difundir-se amplamente no parénquima normal circundante,
resultando em elevadas taxas de recorréncia (BUTOWSKI et al., 2006). O regime
quimioterapéutico € comumente utilizado como parte do tratamento contra o GBM pode
ser vantajoso por curtos periodos de tempo, a quimioterapia € eventualmente
prejudicada pelo desenvolvimento de quimioresisténcia (OLIVA et al., 2010). Assim, a
guimioresisténcia constitui um grande desafio e uma das principais causas da baixa
taxa de sobrevida dos pacientes (PHILLIPS et al., 2006).

O género Mikania compreende as espécies vegetais popularmente conhecidas
como guaco. As espécies do género estdo distribuidas em regibes tropicais e
subtopicais do mundo, sendo 171 de ocorréncia natural no Brasil (RITTER & MIOTTO,
2005). Cumarinas, terpenos e sesquiterpenos tém sido descritos na literatura como os
compostos que podem ser obtidos de diferentes espécies do género Mikania e que sao
responsaveis pelas atividades biologicas apresentadas (RUFATTO et al.,, 2012;
RUFATTO et al., 2013; RIOS et al., 2014).

M. glomerata e M. laevigata sao utilizadas como plantas medicinais pela

populacdo devido as suas propriedades bronco-dilatadora, expectorante, anti-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jhanwar-Uniyal%20M%5Bauth%5D

inflamatoria e antialérgica (CZELUSNIAK et al., 2012; SANTANA et al., 2013). M.
laevigata também tem sido investigada por sua atividade anti-ulcerogénica (BIGHETTI
et al., 2005) e antitumoral (RUFATTO et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que micro-organismos associados as plantas podem
oferecer moléculas biologicamente ativas com efeitos terapéuticos mais efetivos
guando comparados as moléculas produzidas pelo metabolismo vegetal (STROBEL &
LONG, 1998). Dessa forma, plantas de regides tropicais e subtropicais podem abrigar
micro-organismos com grande potencial para a obtencdo de novos compostos com
atividade terapéutica, sendo de maior interesse aqueles micro-organismos que estéao
estreitamente correlacionados com as plantas que os hospedam (STROBEL, 2003).
Neste sentido, os micro-organismos endofiticos adquirem grande importancia por
ocuparem um nicho muito especifico, os espacos inter-teciduais das plantas. Tais
micro-organismos produzem uma vasta gama de compostos biologicamente ativos
como, por exemplo, compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides. Estes compostos
apresentam atividades antitumorais, antimicrobianas, anti-inflamatorias e outras ja
descritas na literatura.

Assim, considerando que o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento do
GBM apresenta resultados insatisfatorios e, ainda, o potencial biolégico apresentado
tanto pelo género Mikania como pelos micro-organismos associados a ele, o objetivo
desse estudo é isolar e identificar os fungos endofiticos presentes em Mikania hastato-

cordata, caracterizando a atividade antitumoral associada aos mesmos.
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2. Objetivos

Geral:

Realizar o isolamento, identificacéo de fungo(s) endofitico(s) obtido(s) a partir de folhas

sadias de Mikania hastato-cordata, determinando o potencial antiglioma dos mesmos.

Especificos:

® Realizacdo do isolamento de fungos endofiticos isolados a partir de folhas
sadias de Mikania hastato-cordata.

® Obtencdo de extratos do micélio do fungo endofitico isolado, cultivado por 27
dias, com o solvente organico metanol.

® Obtencdo dos extratos do meio de cultivo do fungo endofitico isolado
utilizando diferentes tempos de cultivo (13, 20 e 27 dias) e solventes de
polaridades distintas (dicloro metano, acetato de etila e n-butanol).

® Determinacdo da atividade citotoxica dos extratos obtidos em cultura de
linhagem celular de glioma (C6) e em cultura de células analogas normais, 0s
astrécitos.

® Determinacdo da presenca e quantificacdo de compostos fendlicos e do teor de

flavondides presentes nos extratos obtidos.
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3. Revisao da Literatura

Glioblastoma Multiforme

Os tumores cerebrais representam mais de 70% de todas as neoplasias do SNC
e constituem o grupo de tumor mais frequente em adultos (HUSE & HOLLAND, 2010).
Os gliomas podem apresentar caracteristicas fenotipicas e moleculares de diferentes
tipos celulares: astrocitos, oligondedrdcitos, células ependimarias e a microglia (ZAUK
et al., 2008), e serem classificados de acordo com essa origem. Também podem ser
classificados de acordo com o grau de malignidade, onde quanto maior o grau, maior a
agressividade do tumor e menor é o tempo de sobrevida do paciente acometido (ref).

O glioblastoma multiforme (GBM) é um tumor originario de células gliais, como
astrocitos e oligodendrocitos, ou pode surgir a partir de células tronco tumorais
presentes no sistema nervoso central (SNC) (LIEBELT et al.,, 2016; LATHIA et al.,
2015). Tal tumor é caracterizado por uma populacdo heterogénea de células, altamente
infiltrativa, angiogénica e resistente a quimioterapia (SOEDA et al., 2015; RAMIREZ et
al., 2013; HAAR et al., 2012). Segundo a OMS, o GBM ¢ classificado como glioma de
grau IV, de acordo com sua malignidade e com as caracteristicas morfolégicas as quais
incluem extensivas areas de necrose, palicada periférica, hiperplasia microvascular
visivel, além de pleomorfismo celular (HAAR et al., 2012; SANAI, 2005). Devido a
essas caracteristicas, o GBM €& um tumor fatal e pacientes acometidos por ele
apresentam sobrevida média de apenas um ano (HUSE & HOLLAND, 2010; STUPP et
al., 2005; 2009).

O GBM pode ainda ser classificado em primario ou secundario. GBM primario
ocorre sem evidéncia de um precurssor menos maligno, enquanto GBM secundario se
desenvolve a partir de um astrocitoma difuso, inicialmente de baixo grau (WHO grau 1),
ou de um astrocitoma anaplasico (WHO grau Ill) (WILSON et al., 2014). Além disso, 0
GBM secundéario é associado a um melhor prognético quando comparado com o GBM
priméario (WILSON et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liebelt%20BD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lathia%20JD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jhanwar-Uniyal%20M%5Bauth%5D
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Embora o GBM apresente grande heterogeneidade celular, uma distribuicdo em
subtipos € possivel, baseado no perfil de alteracbes genéticas, como pode ser

visualizado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo em subtipos do GBM baseado em suas alteracfes moleculares
mais comuns.

Glioblastoma multiforme

Classico Apresenta forte expressao de padrdo de genes vistos em astrécitos

e Superexpressao de EGFR
e Perda do cromossomo 10
e Mutacdes: TP53; NF1 e IDH1

Mesenquimal Apresenta perfil de expressdo comum a astrécitos, em adicao,

expressdo de marcadores mesenquimais bem como de microglia

e Alteracbes do gene NF1

e Delecdo de PTEN - altera¢Bes na sinalizacao intracelular
PI3K/AKT/mTOR

Neural Apresenta perfil de expresséo de genes observados em neurdnios;

expressa marcadores para astrocitos e oligodendrécitos

Pro-neural Apresenta perfil de expressao de genes pro-neuriais, bem como

perfil de expressao observados em oligodendrdcitos

e Alteracbes em TP53, PDGFR e IDH1.

Fonte: Adaptado de WILSON et al., 2014.

Acredita-se que as ceélulas neurais estaminais e ceélulas progenitoras gliais,
presentes no SNC sdo passiveis de uma transformacdo maligna a qual pode ser a
base para o surgimento de tumores cerebrais (SANAI, 2005). As células-tronco
tumorais (ou cancer stem cells) compartiiham com muitos tumores cerebrais as
mesmas vias de sinalizacao, incluindo vias de controle de proliferacdo e de migracdo
celular (REYA et al., 2001). Além disso, as células tronco tumorais apresentam toda a
magquinaria celular ativada, tais como genes pro-mitéticos, atividade da telomerase e

genes antiapoptoéticos, que sao, entdo, necessarios para a iniciacdo tumoral,
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progressdo, ou ambos (SANAI, 2005). Tais células também podem ser as responsaveis
pela heterogeneidade celular apresentada pelo GBM (SANAI, 2005).

Além dos tipos celulares acima citados, também uma célula diferenciada, como
neurdnios, células gliais ou células precursoras de oligodendrdcitos, podem ser alvo de
alteracbes genéticas que iniciam o processo de gliomagénese, através de um processo
de desdiferenciacédo (FRIEDMANN-MORVINSKI et al., 2012). Friedmann-Morvinski e
colabradores (2012) observaram que o0 silenciamento dos genes NF1
(neurofibromatose tipo 1 — mutado em 18% dos GBMSs) e do p53 (mutado em mais de
35% dos GBMSs) em células diferenciadas resulta na formacgédo de gliomas de alto grau
de malignidade. Tais células transformadas em cultura apresentam caracteristicas de
células iniciadora tumorais (FRIEDMANN-MORVINSKI et al., 2012).

Além das alteracdes em vias que controlam a proliferacdo, morte e diferenciacéo
das células tumorais, achados recentes tem mostrado que a presenca de um
microambiente favoravel € elemento essencial para a progressdo do cancer
(HANAHAN & WEINBERG, 2011). De fato, o microambiente tumoral contém uma
variedade de células ndo transformadas, como as células imunes e estromais, que
podem contribuir para o crescimento e a manutencdo do tumor (QUAIL & JOYCE,
2013). Assim, a manutencdo do ambiente inflamatério, através de citocinas,
quimiocinas ou de pequenas proteinas inflamatérias originarias tanto das células
tumorais ou ndo tumorais podem favorecer o crescimento, a invasao, a angiogénese e
a extensdo metastatica (DIAKOS et al., 2014).

As citocinas inflamatérias tém um papel chave na progressao tumoral, podendo
promover mielopoiese e contribuir parcialmente com o bloqueio da maturacao celular
mieloide (DIAKOS et al.,, 2014). Além disso, diversos estudos apontam que o
microambiente tumoral altera as células mieloides e pode converté-las em potentes
células imunes supressoras (GABRILOVICH et al., 2013). Assim, os fatores soluveis
derivados do tumor iniciam vias imunosupressivas e ap0s, promovem a diferenciacao
de células mielbides, em macréfagos imunosupressivos e células dendriticas (DIAKOS
et al.,, 2014). As citocinas necessarias ao crescimento tumoral e invasdo também
alteram o recrutamento e o fenoétipo das células do infiltrado imune, onde esta
subversdo das funcdes do sistema imune, em geral, beneficia o tumor (SICA &
MANTOVANI, 2012).
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Tratamento do GBM e o desenvolvimento de quimioresisténcia

A resseccdo cirdrgica do tumor seguido de radio- e/ou quimioterapia ainda
representa a melhor alternativa para tratamento do GBM. Porém, a ressecc¢ao cirurgica
(total ou parcial) do tumor pode ser contraindicada em casos de grande
comprometimento cerebral ou cognitivo. Além disso, tal estratégia pode né&o
apresentar um resultado satisfatorio (WILSON et al.,, 2014) devido a extensiva
infiltrac&o de células formadoras de gliomas ou GSCs (do inglés glioma stem cells) no
tecido cerebral circundante, prevenindo assim a remocdo destas células tumorais
(SOEDA et al., 2015; BAO et al., 2006).

Até meados de 2004, os tratamentos eram baseados no uso de quimioterapicos
como CCNU (1-(2-cloroetil)-3-ciclohexil-1-nitrosourea ou Lomustine), BCNU (bis-
cloroetilnitrosourea ou Carmustine) e PVC (que se constitui em um tratamento
combinado de procarbazine, lomustine e vincristina) (RAMIREZ et al., 2013;
HOTTINGER, 2012). A quimioterapia desempenha um papel secundario no tratamento
do GBM, pois em geral, os quimioterapicos nao funcionam muito bem e séo altamente
toxicos, além de ndo atravessarem a barreira hemato-encefalica (HOTTINGER, 2012;
KREISL, 2009).

A temozolomida (TMZ), um farmaco alquilante capaz de cruzar a barreira
hematoencefélica (RAMIREZ et al., 2013), € atualmente o agente quimioterapico
utilizado no tratamento do GBM. Com o emprego da TMZ, o tratamento tornou-se mais
efetivo, com um perfil de toxicidade mais favoravel, permitindo uma exposicdo ao
tratamento mais intensa e prolongada (HOTTINGER, 2012). A TMZ atua através da
metilacdo da posicdo O6 da guanina. Nas células que ndo tem mais a capacidade de
reparo do DNA, a guanina modificada forma par com a timina durante a replicagéo,
ativando a via de “mismatch repair”, o que acaba resultando em quebra da dupla fita de
DNA e ativacdo dos mecanismos de apoptose (RAMIREZ et al., 2013).

O mecanismo de resisténcia a agdo da TMZ mais estudado se d& através da
atuacdo da proteina de reparo do DNA, O6-metilguanina metiltransferase ou MGMT
(RAMIREZ et al., 2013). Esta proteina permite a remo¢do do grupo metil adicionado
pelo agente alquilante ao DNA, impedido a ativagdo dos mecanismos de apoptose.
Assim, pacientes que a expressdo de MGMT encontra-se reduzida, apresentam uma

maior taxa de sobrevida ao tratamento com radioterapia e TMZ (RAMIREZ et al., 2013).
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Além dos mecanismos de resisténcia ao TMZ acima citados, muitos pacientes
apresentam recorréncia ap0s a resseccao cirdrgica em combinacdo com a TMZ. Isto
pode ser parcialmente atribuido a natureza altamente infiltrativa deste de tumor, pois
uma ressecc¢ao cirtrgica completa torna-se impossivel de ser realizada (WILSON et al.,
2014; RAMIREZ et al., 2013).

Neste sentido, a busca por novos medicamentos, mais eficazes e com menor
toxicidade torna-se de grande importancia. Assim, 0os micro-organismos endofiticos
isolados de plantas medicinais, representam uma fonte promissora para busca de
moléculas com propriedades antitumorais que possam interferir no crescimento,
resisténcia ou diferenciacdo das células tumorais, proporcionado alternativas aos

pacientes.

Mikania hastato-cordata

No Brasil, o género Mikania conta com cerca de 170 espécies que estao
distribuidas desde o nordeste do pais (RITTER & MIOTTO, 2005) ao sul do estado do
Rio Grande do Sul e sdo popularmente conhecidas como “guaco” (CZELUSNIAK,
2012). Esse género também pode ser encontrado na Asia, Africa, America do Norte
(RUFATTO et al., 2012) e em paises da América Central, como por exemplo, o México
(RIOS et al., 2014; PEREZ-AMADOR et al., 2010). O género compreende plantas
perenes, voluveis, decumbentes ou eretas (RITTER & MIOTTO, 2005), de flores
brancas, como pode ser observado na Figura 1, e que cresce espontaneamente em
matas primarias, capoeiras, capoeirbes, orla de matas, terrenos de aluvido e varzeas
sujeitas a inundacdes (CZELUSNIAK, 2012).
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Figura 1. (A) Folhas de Mikania lindileyana (Fonte: SILVA, 2011). (B) Florescéncia de

Mikania hastato-cordata (Fonte: Arcevo pessoal).

As espécies do género Mikania sao utilizadas pela populacdo devido as suas
propriedades analgésicas (SILVA, 2011), broncodilatadoras, expectorante, anti-
inflamatdria e antialérgica (CZELUSNIAK et al., 2012; SANTANA et al., 2013; RIBEIRO
et al., 2014), tendo algumas, atividade anti-nociceptiva comprovadas (SILVA, 2011). As
folhas destas plantas sdo utilizadas no preparo de infusdes para o tratamento de
diversas doencas e, com o intuito de validar tais aplicacdes, diversas investigacdes tém
sido conduzidas (ref).

Estudos indicam que a administracdo da fracdo rica em alcaloides obtidos do
extrato etandlico de folhas de Mikania cordata exibiu, in vivo, atividade antiulcerogénica
significativa em erosdes gastricas induzidas por diclofenaco sodico em ratos Long
Evans (PAUL et al., 2000). Além disso, a atividade anti-nociceptiva do extrato etandlico
de folhas de Mikania cordata foi avaliada em modelo de indug¢éo de dor abdominal por
aplicacdo de acido acético em camundongos (NAYEEM et al., 2011). Neste estudo,
observou-se que a administracdo de 125 mg/kg e de 250 mg/kg do extrato etandlico
bruto reduziu as contor¢bes em 81% e 96%, respectivamente.

Em Mikania micrantha, extratos de folhas e hastes frescas, e de sementes e
inflorescéncias, ambos obtidos com os solventes hexano e acetato de etila, exibiram
significativa atividade anti-inflamatéria em modelo animal de edema de orelha induzido
por TPA (tetradecanoylphorbol acetate) em camundongos. O extrato metanodlico ndo
exibiu atividade significativa (PEREZ-AMADOR et al., 2010). O estudo também
demonstrou que os trés diferentes extratos obtidos de diferentes partes da planta foram
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capazes de inibir o crescimento das bactérias Escherichia coli (ATCC-6051) e Bacillus
subtilis (ATCC-6633) (PEREZ-AMADOR et al., 2010).

Nove diferentes sesquiterpeno-lactonas obtidas de folhas de Mikania micrantha
e Mikania cordifolia também foram avaliadas quanto a atividade anti-inflamatoria em
modelo animal de edema de orelha induzido por TPA em camundongos (RIOS et al.,
2014). Os compostos nomeados 9, 10, 11 e 12 (micrantolidas) exibiram melhor
atividade anti-inflamatoria, com percentual de inibicAo que variou entre 35-40%. O
farmaco antiinflamatério indometacina foi utilizado como controle positivo,
apresentando 84% de inibicdo do edema.

Ahmed e colaboradores (2001) avaliaram o extrato bruto e diferentes
sesquiterpeno dilactonas isoladas de Mikania cordata em modelo de dor induzido por
acido acético em camundongos Swiss. O estudo indicou que o extrato bruto e uma
nova molécula obtida de Mikania cordata, o deoximicanolideo, foram capazes de
reduzir em torno de 65% as contor¢des induzidas em camundongos por acido acético.
Assim, Mikania cordata apresentou um efeito analgésico significativo que pode ser
devido a presenca de deoximicanolideo (AHMED et al., 2001).

Extratos obtidos a partir de folhas de Mikania laevigata com o0s solventes
organicos hexano e etanol exibiram atividade citotoxica seletiva quando testados em
linhagens celulares tumorais de cancer de colo uterino (HelLa), derivada de Hela
(Hep2) e em linhagem de fibroblastos (MCR-5) (RUFATTO et al., 2013). Entretanto,
apesar de ndo apresentarem atividade citotdxica seletiva, os extratos obtidos com os
solventes orgéanicos acetato de etila e cloroférmio exibiram maior efeito citotéxico em
linhagem celular Hep2. Os autores deste estudo apontam que a seletividade citotoxica
apresentada pelos extratos de folhas com etanol e hexano pode ser devido a grande
presenca de compostos fendlicos observada no primeiro, e pela associacdo com a
molécula de cumarina, encontradas no segundo.

Rios e colaboradores (2014) isolaram 13 diferentes sesquiterpeno-lactonas de
folhas de Mikania micrantha e Mikania cordifolia e avaliaram esses compostos quanto a
sua atividade citotdéxica nas linhagens tumorais de adenocarcinoma colorretal (HCT-
15), leucemia mieloide cronica (K562), GBM (U251MG), cancer de mama (MCF-7),
cancer de prostata (PC-3) e cancer de pulmao (SKLU-1). Os melhores resultados foram
obtidos para as linhagens de GBM, cancer de mama e cancer de pulm&o. Estes

autores ainda ressaltam que a diferenca encontrada nas atividades antiproliferativas
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destes compostos pode ser mediada por caracteristicas estruturais especificas (RIOS
et al., 2014).

Gregorio (2008) demonstrou que extratos de M. parodii e M. pilosa, possuem
atividade citotoxica para as linhagens celulares de carcinoma de colon (HCT-8),
carcinoma de mama (MDA-MB435) e glioblastoma multiforme humano (SF925). O
acido caurendico, obtido de Mikania hirsutissima, demonstrou ter efeito citotoxico e
acao anti-proliferativa consideraveis em linhagem celular de glioma humano U87
(LIZARTE NETO et al., 2013)

Dou e colaboradores (2014) avaliaram o efeito citotoxico do extrato aquoso de
M. micrantha. Esses autores observaram que o extrato inibe a atividade de células
tumorais in vivo e in vitro, através de diversos mecanismos tais como a inibicdo da
proliferacdo celular, inducéo de apoptose e parada do ciclo celular, ao mesmo tempo
gue apresenta baixa toxicidade sobre os 6rgdos do sistema imunol6gico. Estes autores
também discutem que tal efeito observado pode ser devido a presenca de flavondéides

encontrados no extrato aquosos de M. micrantha.

Os micro-organismos endofiticos

Além das plantas, 0s micro-organismos associados a elas também representam
uma fonte de busca de novas moléculas com atividade biol6gica. Compostos isolados a
partir do metabolismo desses micro-organismos tém dado origem a produtos com
propriedades farmacoldgicas conhecidas, como por exemplo, o taxol. Uma
caracteristica importante na eleicdo de micro-organismos que exibam um maior
potencial para a busca de novos compostos pode ser 0 nicho que ele ocupa (YU et al.,
2010, STROBEL, 2003; STROBEL & DAISY, 2003), explicando entdo o interesse de

pesquisas voltadas para os micro-organismos endofiticos.
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Figura 2. (A) Hifas de fungo endofitico (linhas azuis) crescendo entre 0s espacos
celulares de seu hospedeiro (FONTE: KEMP et al.,, 2007). (B) Fungo endofitico
Hypoxylon sp. isolado de Mikania laevigata (FONTE: RIBEIRO, 2011).

Estes micro-organismos podem ser definidos como os que vivem no interior de
suas plantas hospedeiras sem |Ihes causar sintomas de doenca, conforme demonstrado
na Figura 2 (AZEVEDO, 1998, STROBEL 2003, KUSARI et al., 2012). Acredita-se que,
dado o longo processo co-evolutivo entre estes micro-organismos e suas plantas
hospedeiras (KEMP et al., 2007), tenha ocorrido troca de informacdes genéticas que
levaram o fungo ou a planta a produzir compostos de interesse medicinal (KUSARI &
SPITELLER, 2011).

A infeccdo das plantas por estes micro-organismos pode ocorrer de duas
formas: (i) transferéncia vertical - que se da entre a planta materna e a sua prole,
através das sementes; e (ii) por transferéncia horizontal - que ocorre por meio de
fissuras entre plantas de um mesmo ambiente (RODRIGUEZ et al., 2009). As partes
aéreas das plantas superiores (como os estbmatos, nas folhas) e as raizes, constituem
as principais portas de entrada destes micro-organismos (AZEVEDO, 1998).

Acredita-se que a diversidade destes micro-organismos seja enorme,
principalmente em florestas de clima temperado e tropical (STROBEL, 2003). Estes
micro-organismos, especialmente os fungos endofiticos, tém sido isolados a partir de
diversas plantas hospedeiras (RODRIGUEZ et al., 2009), sendo que cada planta pode
hospedar um ou mais destes micro-organismos (STROBEL & DAISY, 2003; KUSARI et
al., 2012).

Huang e colaboradores (2008) isolaram de 29 plantas medicinais chinesas das
familias Apocynaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Rubiaceae,
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Solonaceae e Polygonaceae um total de 1160 fungos endofiticos. Estes autores
verificaram que algumas espécies de fungos, tais como fungos do género
Colletotrichum sp., Phomopsis sp. e Phoma sp., demonstraram ser mais cosmopolitas
do que outras como, por exemplo, Aspergilus sp. e Xylariales sp.

Torna-se importante salientar que tais micro-organismos estao intimamente
correlacionados aos seus hospedeiros. Além disso, 0s mecanismos que levam ao
desenvolvimento do endofitismo podem ser coordenados por sinais quimicos que estao
sujeitos as variagcbes ambientais ou por refinamento do metabolismo de ambos
(KUSARI et al., 2012). Assim, verificou-se que a ocorréncia de determinadas espécies
de fungos endofiticos pode estar associada ao contetdo de fendis totais da planta que
as hospedam, enquanto outras ndo demonstraram essa correlacdo (HUANG et al.,
2008).

A variedade de compostos obtidos destes micro-organismos também é notavel,
sendo atribuido um amplo espectro de atividades biologicas. Estes compostos podem
apresentar desde atividades antimicrobianas, como o &cido helvético de Pichia
guilliermondii, endofitico da planta medicinal Paris polyphylla var. yunnanensis (ZHAO
et al., 2010), até antitumorais, como o taxol (STIERLE et al., 1993), anti-inflamatérias,
anti-helminticas, antioxidantes e outras (BARROS et al., 2011; VERMA et al., 2013;
YADAV et al., 2014; STROBEL & LONG, 1998; SURYANARAYANAN, et al., 2009).

Assim, o0 potencial para a busca por novos compostos naturais e potentes
metabdlitos de fontes inexploradas como os endofiticos encorajam as pesquisas neste
campo (KATOCH et al., 2014).

Potencial biol6gico dos fungos endofiticos

Micro-organismos endofiticos tem despertado o interesse de cientistas ja ha
algum tempo. Tendo grande responsabilidade sobre este fato o trabalho de Stierle e
colaboradores (1993), onde o fungo endofitico isolado das entrecascas de Taxus
brevifolia, Taxomices adrennae, foi descrito como produtor de taxol, farmaco
guimioterapico, apenas adequando-se as condi¢cfes de cultivo (STIERLE et al., 1993).
Essa descoberta fez com que muitos estudos se voltassem para a busca de outros
micro-organismos endofiticos que também pudessem sintetizar o paclitaxel. Assim,

endofiticos associados a outras espécies do género Taxus, ou de outras plantas de
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géneros correlacionados, foram encontrados tendo a habilidade de produzir o paclitaxel
ou seus analogos (ZHAO et al., 2012). Além do taxol, a producdo de outros compostos
de interesse farmacéutico foi identificada e caracterizada em fungos endofiticos
isolados a partir de diferentes espécies vegetais (WANG et al., 2014; ZHAO et al.,
2012).

A camptotecina € um composto antitumoral que inibe a topoisomerase | através
de ligacao e estabilizacdo covalente do complexo DNA-topoisomerase | (KUSARI et al.,
2012). Fusarium solani, isolado de Camptotheca acuminata, planta da qual a
camptotecina foi originalmente descoberta, € também um micro-organismo endofitico
encontrado produzindo o mesmo composto que sua planta hospedeira apenas
modificando-se as condi¢des de cultivo (KUSARI et al., 2009).

Outro composto de interesse na pesquisa contra o cancer é o resveratrol (3,5,4-
trinydroxystilbene). Trés novas moléculas de resveratrol (reverastroldeido A, B e C)
foram obtidas do endofitico Alternaria sp., isolada de Myoporum bontioides (WANG et
al., 2014). Estes trés novos compostos foram avaliados em linhagens celulares
tumorais de cancer de mama (MDA-MB-435), de carcinoma hepato celular (HepG2) e
de carcinoma colorretal (HCT-116) (resveratrol e epirubicina foram utilizados como
controles positivos de inibicdo da proliferacéo celular). Ambos os compostos exibiram
um efeito citotoxico dose-dependente. A atividade citotdxica observada para estes trés
novos compostos foi significativamente melhor do que a atividade do resveratrol para
todas as linhagens celulares avaliadas no estudo (WANG et al., 2014).

Lakshmi & Selvi (2013), isolaram o fungo endofitico Coletrichum gloesprides da
planta medicinal Baringtonia acuntagula e avaliaram o potencial anticancer dos extratos
obtidos contra linhagem de céncer de célon humano (HT29). Os resultados
demonstraram que o extrato do fungo foi capaz de reduzir a viabilidade celular da
linhagem testada em aproximadamente 50%.

Os extratos organicos resultantes da extracdo dos fungos endofiticos de Bacopa
monnieri, Fusarium sp. e Fomitopsis cf. meliae com diclorometano, exibiram atividade
citotoxica nas linhagens celulares de carcinoma colo retal (HCT-116), pulméo (A-549),
mama (MCF-7) e cancer de prostata (PC-3) (KATOCH et al., 2014). As melhores
atividades citotoxicas foram observadas na linhagem de carcinoma colo retal, com ICsg
de 5 pg/mL e 6 uyg/mL para os extratos de Fusarium sp. e Fomitopsis cf. meliae,

respectivamente.
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Os micro-organismos endofiticos também podem apresentar outras atividades.
O extrato metandlico do micélio de Rizoctonia sp., por exemplo, demonstrou ter
atividade antinonciceptiva e anti-inflamatéria em camundongos (BARROS et al., 2011),
assim como outros endofiticos possuem compostos em que foram observadas
atividade antioxidante (YADAV et al., 2014; XIAO et al., 2014).

Micro-organismos endofiticos de espécies do género Mikania

Ribeiro e colaboradores (2014), isolaram 40 fungos endofiticos de folhas de
Mikania laevigata e identificaram oito membros da familia Xylariaceae. Neste estudo, o
grupo fungico dominante encontrado foram membros desta familia. Os achados
moleculares revelaram quatro principais classes de fungos: Nodulisporium sp.,
Hypoxylon sp, Daldinia sp. e Xylaria luteostromata (RIBEIRO et al., 2014).

Polonio e colaboradores (2015) isolaram micro-organismos endofiticos de
Mikania glomerata e avaliaram o potencial dos isolados para a produgdo de compostos
de acdo antimicrobiana e para biocontrole de patdégenos em plantas. Em teste de
placas de antagonismo, trés isolados de Diaporthe citri foram eficientes contra os
fungos fitopatdogenos Fusarium solani e Didymella bryoniae. O extrato bruto de uma das
variantes de Diaporthe citri mostrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus (POLONIO et al., 2015).

Entretanto, ndo ha, até o momento, nenhum estudo sobre a presenca e a
diversidade de fungos endofiticos da espécie Mikania hastato-cordata. E interessante
apontar que este género a que pertencem plantas com propriedades medicinais
reconhecidas e, baseado no que foi exposto até momento, pode abrigar espécies de

fungos endofiticos de relevante interesse farmacéutico e biologico.

Compostos fendlicos e flavonoides

Os compostos fendlicos apresentam, em sua estrutura, varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes um ou mais grupamentos
hidroxilas (Figura 3A). De maneira simplificada, esta classe de compostos pode ser
classificada em flavonoides (polifendis) e nao-flavondides (fendis simples ou acidos)

(SILVA et al, 2010) e podem ser divididos em diferentes grupos de acordo com o
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numero de anéis fendlicos que possuem e com base nos elementos estruturais que

ligam estes anéis (LI et al, 2014).

OH

Figura 3. (A) Estrutura basica de um composto fendlico, que pode possuir de um ou

mais grupos hidroxilas ligado. (B) Estrutura basica de um flavonoide.

Os flavonoides sdo polifenéis que compreendem um grupo de compostos
fendlicos amplamente distribuidos em frutas e nos vegetais, apresentando-se sob
muitas variagbes como flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas,
isoflavonas e chalconas (SILVA et al, 2010). Sua estrutura basica consiste em dois
anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um
anel heterociclico, denominado anel C (ANGELO & JORGE, 2007), como pode ser
observado na Figura 3B.

Estudos realizados com os compostos fendlicos demonstram sua capacidade
como agentes antioxidantes, cardioprotetores, anti-inflamatorios, anticancerigena, além
de demonstrar atividade antimicrobiana (SILVA et al, 2010; DOU et al, 2014; LI et al,
2014). Os compostos fenodlicos tém sido considerados como um dos metabdlitos
secundarios de interesse devido a seus efeitos quimiopreventivos e quimioterapéuticos
em canceres (JAFARI et al., 2014). Seu mecanismo de acdo anticancerigeno € descrito
como multifacetado. Os compostos fenolicos podem aprimorar o sistema imune para
reconhecer e destruir bem como, inibir a angiogénese e também por atenuar a adesao
e invasdo de células cancerigenas, reduzindo assim o potencial metastatico das
mesmas (WAHLE, 2009).

Assim como o0s vegetais, diversos fungos endofiticos tém sido relatados na

literatura com capacidade para a producéo de compostos fendlicos e flavonoides que
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possuem atividade antioxidante e citotoOxica comprovadas (YADAV et al, 2014;
SRINIVASAN et al, 2010; LIU et al, 2001).

As espécies de fungos endofiticos Aspergillus niger A. flavus e Fusarium
oxysporium, obtidos de Cortalaria pallida contem quantidades significativas de fendis e
flavonoides (Govindappa et al., 2011). Tendo sido observado, por estes autores, que 0s

extratos de A. niger e F. oxysporium tém significativa atividade antioxidante.
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Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the worst and most common primary brain tumor.
The currently employed treatment is surgery when possible, followed by
radio/chemotherapy with temozolomide. However, these treatments have shown limited
effectiveness, requiring research for new therapeutic modalities to increase the survival
of patients. The genus Mikania comprises plant species popularly known as “guaco”.
This genus has species distributed in tropical and subtropical areas in the Americas. In
traditional medicine they are used due to its analgesic, bronchodilator, expectorant, anti-
inflammatory and antiallergic, activities. Medicinal plants presenting certain known
medicinal action could be hosted by endophytes, which in turn could present such
properties. Thus, the objectives of this study were to evaluate the effect of antiglioma
endophytic fungus extracts Mikania hastato-cordata and determine the presence of
phenolic and flavonoid content in the extracts. The results indicate that the extracts
obtained at different times of fungal culture inhibited C6 glioma cell growth ~80%
(dichloromethane extract - 500ug/mL) and ~70% (ethyl acetate extract - 500ug/mL).
Furthermore, when tested in primary astrocyte cultures, the extracts showed no
cytotoxic effect. This effect can be attributed to the presence of phenolic compounds
obtained in two of the four extracts obtained. Thus, the results suggest that endophytic
microorganisms isolated from Mikania cordata-hastato have therapeutic potential that

can be applied to the GBM treatment.

Key words: Mikania; endophytics; phenolic compounds; glioma; citotoxicity
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1. Introduction

Gliomas are the most common and lethal form of primary brain tumors (Huse and
Holland, 2010). Glioblastoma multiforme (GBM), a grade IV glioma (Haar et al., 2012),
is characterized by high infiltrating capacity, angionenic and chemoresistance potential
(Ramirez et al., 2013). Patients with GBM have a poor prognosis and a median survival
around 12 months after diagnosis (Huse & Holland, 2010; Stupp et al., 2005; 2009). The
currently employed treatment is surgery, when possible, followed by radio- and
chemotherapy with temozolomide (TMZ), which is the first chemotherapeutic agent
approved for GBM treatment (Butowski et al., 2006). However, despite intensive efforts,
the treatment is just palliative and new strategies able to decrease the GBM advance
and to increase the median survival of patients are urgently needed.

The growing demand for new molecules with biological activities to be applied in
the treatment of lethal diseases, as some types of cancer, is increasing. In this context,
endophytic microorganisms are emerging as a promising source of new molecules with
therapeutic potential. Notably, plants provide a complex library of unique bioactive
constituents and can be an advantageous strategy to prospect new pharmacological
compounds (Rufatto et al., 2012). In this regard, it is believed that microorganisms have
co-evolved with their hosts and the production of specific metabolites with biological
activity is a result of not only host interactions, but also may be modulated by
environmental conditions (Strobel & Daisy, 2003; Kusari & Spiteller, 2011; Kusari et al.,
2012).

Endophytes are able to live into their host, producing compounds that habilitate
them to survive at variable environmental conditions (Waqas et al., 2012), besides they
do not cause symptoms of disease (Azevedo, 1998, Strobel 2003, Kusari et al., 2012).

Genetic and biochemical fungal biodiversity are large. Souza et al. (2004) obtained 512
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isolates from Palicourea longiflora and 79 isolates from Strychnos cogens (Amazon
tropical plants). Huang et al. (2008) obtained from 29 different plants families in China a
total of 1160 fungal isolates. Sun et al. (2015) isolated 12 species of endophytic fungi
from Dalbergia odorifera, traditional plant of Chinese medicine.

In Brazil, native species of genus Mikania comprises plant species popularly
known as “guaco” and some biological activities have been reported in the literature.
For example, M. glomerata and M. laevigata popularly is known due to its broncodilator,
expectorant, anti-inflammatory and anti-allergic properties (Czelusniak et al., 2012;
Santana et al., 2013). M. laevigata have been investigated as antiulcerogenic (Bighetti
et al., 2005), as well as antitumor activities (Rufatto et al., 2013). M. micrantha was
investigated for its anti-inflamatory activities in a mouse ear edema test induced with
TPA (tetradecanoylphorbol acetate) (Pérez-Amador et al., 2010). However, although the
chemical components and the biological activities of Mikania have been extensively
studied (Nayeem et al., 2011; Rufatto et al., 2012; Rufatto et al., 2013), little is known
about the endophytic fungi associated to this genus and the possible therapeutic
applications of these microorganisms.

The present study evaluated the antiglioma activity of endophytic fungus isolated
from Mikania hastato-cordata. To this end, different extracts using dichloromethane
(DCM), ethyl acetate (EtAc), n-butyl alcohol (n-BuOH) and methanol (MeOH) where
prepared from the endophytic fungus identified as “F3b’3” and its citotoxic activity was
evaluated in C6 glioma cell line and in astrocyte cultures, a model of non-transformed
cell. Our data show that the endophytic fungus extracts, mainly the DCM extract,
decreased selectively the glioma cell viability, which potency correlated to the
polyphenol and flavonoid contents. Taken together, these results suggest the

endophytic fungus from M. hastato-cordata as a promising source of molecules with
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antitumor activity, which may be applied in the therapy or be used as prototype for new

drugs.

2. Materials and methods
Chemicals
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fungizone, penicillin/streptomycin, 0.25%
trypsin/ EDTA solution, fetal bovine serum (FBS) were obtained from Gibco (Gibco BRL,
Carlsbad, CA, USA). 3(4,5-dimethyl)-2,5diphenyl tetrazolium bromide (MTT) was
purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). Agar was provided by Dinamica
(Dindmica Quimica Ltda, Diadema, SP, BR). All other chemicals and solvents used

were of analytical or pharmaceutical grade.

Collection of Plant Tissue and Isolation of Endophytic Fungi

Leaves of Mikania hastato-cordata were collected at Campus Capéao do Ledo (Federal
University of Pelotas - UFPel, Rio Grande do Sul, Brazil, geographic coordinates:
31°48°00.7” S and 52°25’08.0” W). The collected material was identified by Dra. Raquel
Ludke from the Botany Department (Biology Institute, UFPel), and a voucher specimen
was deposited under the code PEL N° 25 944. The plant tissue was washed thoroughly
in ddH20, and dried on a paper towel. Surface sterilization of leaf pieces was initiated
by successive immersion in 95% EtOH (15 s) and 2% NacClO solution (2 min). Finally,
the leaf pieces were submerged in 70% EtOH for 3 min and left to dry in sterile petri
dishes. A hole puncher previously washed in 70% EtOH and flame-sterilized was used
to excise 3 circular leaf discs from each leaf with a sterile scalpel to expose fresh tissue
surfaces for fungal isolation. Leaf discs were inoculated on water-agar medium and

incubated at 25 + 2°C under controlled light conditions (Thelga; Dom Bosco, MG, BR).
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Following seven days, the hyphae that emerged was picked on a petri dish with 1.7%
PDA (potato-dextrose-agar) medium and maintained at same conditions described
above. Morphologically distinct mycelia emanating from the peripheral edge of all leaf
discs was individually subcultured by in vitro hyphal tip transfer and maintained on PDA.
Cultures were propagated and purified by continuous subculture on 4% (w/v) PDA.
Stock cultures were held at 25°C and maintained in the culture collection of NeuroCan
Laboratory (UFPel). The material collection and all experiments were authorized by the
Council of Management of Genetic Patrimony, Brazil (CGEN, process number

010761/2015-2).

Extract preparation

Liquid cultures were obtained by cutting plugs of mycelium (7 mm diameter) from the
edges of 7-day-old cultures and inoculating them in 1.7% PDB (potato-dextrose-broth)
medium (1 plug per 100 mL medium into 250 mL erlenmeyer flasks) and allowed to
growth for 13, 20 and 27 days at 25 + 2°C under controlled light conditions. Therefore,
mycelial biomass was filtered, dried and the molecules from crushed mycelium were
extracted with methanol (MeOH) (1:10), as shown in Figure 1. The culture supernatant,
of each cultivation time, was extracted three times with dichloromethane (DCM), ethyl
acetate (EtAc) and n-butyl alcohol (n-BuOH) in the ration 1:2. After filtration, all extracts

were evaporated in a rotary evaporator under reduced pressure and weight out.

Phenolic compound determination
Total phenol content of fungal endophytic extracts was estimated using Folin-Ciocalteau
colorimetric method. Briefly, each extract was dissolved in methanol (1 mg/mL) and the

procedure was carried out according to Yadav et al. (2014). The mixture was incubated
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at room temperature for 40 min and the absorbance was determined at 725 nm in
spectrophotometer SpectraMAX 190 (MolecularDevices, Sunnyvale, CA, USA). The
same procedure was repeated with known concentrations of gallic acid (GA) diluted in
methanol, at stock solution of 1 mg/mL, and further diluted in 100, 200, 300, 400, 500
pMg/mL which was used as standard for calibration curve. Total phenolic content was
estimated from the regression equation: y = 0.067102x — 0.0021754 with R?=0.9981
and expressed as mg/g gallic acid equivalent (GAE) using the formula: T = cV/M (T:
total phenolic compound content in mg/g of GAE; c: concentration of GA determined

from the calibration curve; V: volume of extract; M: weight of fungus extract).

Flavonoid content determination

Total flavonoid content from fungal endophytic extracts was carried out according to
Zhishen et al. (1999) and each extract was dissolved in DMSO to concentration 1
mg/mL. Total flavonoid content was estimated from the regression equation: A = 0,075C
- 0,062 with R?=0.99808, where A is the absorbance and C is the flavonoid content in

Mg per g of extract.

General cell culture procedures

C6 rat glioma cell line was obtained from the ATCC (American Type Cell Collection;
Rockville, Maryland, USA). Cells at 10-20 passages were grown in culture flasks and
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (pH 7.4) containing 1%
DMEM (Gibco BRL), 84 mM HEPES, 23.8 mM NaHCOs; 0.1% fungizone,
penicillin/streptomycin 0.5 U/mL and supplemented with 5% (v/v) FBS. Cells were kept
at a temperature of 37°C, a minimum relative humidity of 95%, and an atmosphere of

5% COzin air.
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Astrocyte cultures were prepared as previously described (Frota Jr. et al., 2009).
Briefly, cortex of newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed and dissociated
mechanically in a Ca*? and Mg*? free balanced salt solution (CMF), pH 7.4, (137 mM
NaCl, 5.36 mM KCI, 0.27 mM Na2HPOs, 1.1 mM KH2PO4, and 6.1mM glucose). After
centrifugation at 1000 g for 10 min, the pellet was suspended in DMEM supplemented
with 10% FBS. The cells (5 x 10%) were seeded in poly-L-lysine-coated 96-multiwell
plates. Cultures were allowed to grow to confluence by 20-25 days. Medium was
replaced every 4 days. All procedures used in the present study followed the “Principles
of Laboratory Animal Care” of the National Institutes of Health and were approved by

the Ethical Committee of UFPel (protocol number 10321).

In vitro cell culture treatment

The dried organic extracts were firstly dissolved in DMSO at the concentration of 10
mg/mL and further diluted in DMEM with 5% or 10% FBS to obtain 31.25, 62.5, 125,

250 and 500 pg/mL. The C6 glioma cell line was seeded at 5x10° cells/well in
DMEM/5% FBS in 96 multiwell plates in a final volume of 100 uL and the cells were
allowed to growth for 24 h. Astrocyte cultures were prepared as previously described.
Cell cultures were exposed to fungal endophytic extracts for 24, 48 and 72 h.

Appropriate controls containing 0.05% DMSO were performed.

Cell viability assay

Dehydrogenases-dependent 3(4,5-dimethyl)-2,5diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
reduction was used to estimate viability of glioma and astrocyte cell cultures. This
method is based on the ability of viable cells to reduce MTT and form a blue formazan

product. MTT solution (sterile stock solution of 5 mg/mL) was added to the incubation
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medium in the wells at a final concentration of 0.5 mg/mL. The cells were left for 60 min
at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. The medium was then removed and plates
were shaken with DMSO for 30 min. The optical density of each well was measured at

492 nm in a microplate reader (SpectraMAX 190). Results were expressed as

percentage of control.

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard deviation and the individual data were
submitted to one-way variance analysis (ANOVA) followed by Tukey’s post-hoc test,
with critical range at P<0.05, or two-way variance analysis, followed by Bonferroni’s

post-hoc test.

3. Results

Isolation of Endophytic Fungi from M. hastato-cordata

Leaves of M. hastato-cordata were processed as described in material and methods
and a total of nine isolates of endophytic fungi were obtained from PDA medium. Each
isolate was subcultured and purified by successive transfer over a period of six months.
The endophytic fungus selected to perform this study was identified as F3B’3 and it
exhibited morphological characteristics septate hyphae, filamentous colonies with cotton
aspect, which color ranges from ocher yellow to white. Phialides were observed in the
microcultivation. However, the absence of conidia did not allow the fungus

morphological identification (Fig. 2).

Cytotoxic assay of extracts obtained from endophytic fungi isolated from M.

hastato-cordata
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In order to evaluate the biological potential of F3B’3, the isolated fungus was cultivated
in a liquid culture and following 13, 20 and 27 days the liquid culture medium was
submitted to extraction with DCM, EtAc or n-BuOH in order to isolate molecules with
different chemical properties. In parallel, the mycelium biomass extract was obtained
with MeOH from a 27 day culture. The yields of each extraction (for each 100 mL of
medium) are exhibited at Table 1.

The citotoxic activities of the extracts were tested in rat C6 glioma cell line
cultures. Firstly, the antiglioma effect of mycelium was evaluated. As shown in Figure 3,
methanol extract prepared from mycelium did not reduce the glioma cell viability. In
contrast, lower extract concentrations (31.25, 62.5 and 125 pg/mL) were able to
significantly increase in 82% cell proliferation (62.5 pg/mL, 72 h) (Fig. 3).

Next, the activity of extracts obtained from liquid culture medium of F3B’3 was
determined (Fig. 4). DCM and EtAc extracts induced citotoxic activity against C6 glioma
cell line, by about 80% (DCM 27 days - 500ug/mL) and 73% (EtAc 20 days -
500ug/mL). EtAc extract obtained from 13 days of liquid medium fungus culture
significantly reduced cell viability at concentrations of 250 and 500 pug/mL in all times
tested for citotoxic assay (24, 48 and 72 h), and exhibited a ICsp 171 uM at 48 h of
treatment (Fig. 5). EtAc extract obtained from 20 days of liquid medium fungus culture
significantly reduced cell viability at concentrations of 250 and 500 pg/mL following 24
and 48 h of treatment. After 72 h of treatment, this extract also significantly reduced cell
viability at 125 pg/mL. EtAc extract obtained from 27 days fungus culture, significantly
reduced cell viability at concentrations from 125 to 500 pg/mL following 48 and 72 h of
exposition in citotoxic assay (ICs097.23 in 48 h; Fig. 5).

DCM extract 13 days significantly reduced cell viability at concentrations of 125,

250 and 500 pg/mL at all times tested (24, 48 and 72 h; Fig. 4) and present ICso value
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~0.4445 uM in 48 h (Fig. 5). DCM 20 days extract also significantly reduced cell viability
at concentrations of 125, 250 and 500 pg/mL at all times tested and present 1Csovalue
29.49 uM in 48 h (Fig. 5). DCM extract 27 days exhibit antiglioma activity at
concentrations of 125, 250 and 500 pg/mL at 48 and 72 h of treatment; in 48 h exhibit
antiglioma activity at concentrations of 250 and 500 pg/mL, and ICs0 116.2 uM (Fig. 5).
Little cytotoxic activity was found for n-BuOH extracts when compared to EtAc
and DCM extracts (Fig. 4). Interestingly, extracts obtained from 13 or 27 days fungus
liquid culture induced an increase in glioma cell viability following 72 h of treatment (13
days extract) and 24 and 48 h of treatment (27 days extract), while the higher
concentration (500 pg/mL; 27 days extract) reduced glioma viability, characterizing a

biphasic effect (Fig. 4).

Cytotoxicity of extracts in primary culture of astrocytes

To evaluate the citotoxic assay in non-tumor cell culture, astrocytes were submited to
exposition to the DCM and EtAc extracts. The cytotoxic activity of the promising extracts
EtAc and DCM in primary astrocyte cultures was also evaluated (Fig. 6). Notably, the
highest concentrations of DCM and EtAc extracts did not altered astrocyte viability,

suggesting a selectivity of effect against tumor cells.

Phenolic Compounds and Flavonoid Determination

In order to elucidate the possible molecules responsible for the cytotoxic activity
exhibited by the extracts, the total phenolic content and the presence of flavonoids were
evaluated (Fig. 7). The concentration of total phenolic compounds found for all extracts
is shown in the Figure 7 (panel A). The values ranged from 0.015 to 2,783.66 mg GAE/g

of dry weight and, interestingly, the content of phenolic compounds is directly
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proportional to antiglioma activity exhibited by the extracts. The highest content of
phenols was observed in extract of DCM 13 days (2.783,66 + 129.19 mg GAE/g of
extract) followed by extract DCM 27 days (2.254,04 + 196.40 mg GAE/g of extract) and
DCM 20 days (1,772.14 £ 116.25 mg GAE/g of extract). For EtAc extracts, the phenol
content varied from 2.694 + 0.179 mg GAE/g (13 days of biomass cultivation) to 2.028 +
0.094 mg GAE/g (20 days of biomass cultivation). The lowest concentration was found
in all n-BuOH times of biomass cultivation. The flavonoid content was determined for all
extracts (Fig. 7, panel B). EtAc extract exhibited the highest values compared with the

other extracts.

4. Discussion

Hexane and ethanolic extracts obtained from leaves of Mikania laevigata showed
selectivity cytotoxic activity when tested on tumor cell lines HeLa, Hep2 and MCR-5
(Rufatto et al., 2013). According to the authors, such selective activity may be due to the
large presence of phenolic compounds observed at first, and the association with the
coumarin molecule found in the second. Leaf extract from Mikania scandens have
demonstrated anti-inflammatory activity in vitro and in vivo assay, and carrageenan
induced inflammation was significantly antagonized by M. scandens leaf extract. The
leaf extract from M. scandens has revealed the presence of tannins, alkaloids, steroids
and flavonoids (Banerjee et al., 2014).

This study was the first to isolate endophytic fungi from Mikania hastato-
cordata, and to evaluate the antitumor effect of its extracts. Other studies have isolated
different endophytic fungi from the genus Mikania. Ribeiro et al., (2014) isolated 40
endophytes of leaves of Mikania laevigata. The molecular findings revealed four major

clades of fungi: Nodulisporium sp, Hypoxylon sp, Daldinia sp. and Xylaria luteostromata.
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Polonio et al., (2015) isolated endophytic microorganisms of Mikania glomerata. In this
study, three isolates of Diaporthe citri were effective against plant pathogens Fusarium
solani and Didymella bryoniae, and effective anti-microbial activity against
Staphylococcus aureus.

These microorganisms has aroused the interest of the scientific community to be
noted that several compounds, previously believed to be produced exclusively by
certain plant species, have been obtained from endophytic microorganisms with various
pharmaceutical activities of interest, including the anti-tumor activity. Among these we
highlight taxol produced by the fungus Taxomices adrennae (Stierle et al., 1993);
camptothecin produced by Fusarium solani isolated from Camptotheca acuminata
(Kusari et al.,, 2012); and also three new molecules were obtained from resveratrol
endophyte Alternaria sp., isolated Myoporum bontioides (Wang et al., 2014).

In this study, it was observed that the antitumor activity exhibited by extracts of
secondary metabolism, is related to the content of total phenols or flavonoids found in
the extracts. Yadav et al. (2014) determined the total phenolic compounds extracts with
the organic solvent ethyl acetate of different isolated endophytic fungi. The fungus
Chaetomium sp. had the highest amount of total phenolic compounds among the
evaluated microorganisms (60.13 + 0.41 mgGAE/g extract). And the extracts of Isaria
tenuipes (4.25 £ 0.20 mg GAE/g extract) showed the best antioxidant activity.

In our study we observed the presence of flavonoids in the e-EtAc, followed by e-
DCM. Yadav and colleagues (2014) and Garcia and colleagues (2012), points out that
the solvent ethyl acetate is the most efficient in the extraction of phenolic compounds,

especially flavonoids.

Conclusion
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The extracts obtained in different fungal culture times of 13, 20 and 27 days, with
organic solvents DCM and EtAc showed the best antiglioma effects when compared to
extract obtained with n-BuOH and the extract obtained with the fungal mycelium with
organic solvent methanol.

Quantitation of concentrations of phenolic compounds and flavonoids were
measured for all extracts, and the extracts obtained with dichloromethane and the
extracts obtained ethyl acetate showed the significant amounts of these compounds,
respectively.

This study corroborates the findings of other authors that endophytic fungi are a
promising source for the search for new compounds. Further studies are needed to
show the establishments of which compounds present in the extracts are involved with

the activity observed antiglioma activity.
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Legends to Figures

Figure 1. Scheme of fungus culture and extraction procedures. Following isolation and
purification, the fungus identified as F3B’3 was grown in liquid culture medium for 13, 20
or 27 days. Then, the molecules present in the culture supernatant were extracted with
dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtAc) and n-butyl alcohol (n-BuOH). The

mycelium cultivated for 27 days was submitted to extraction with methanol (MeOH).

Figure 2. Endophytic fungus isolated from M. hastato-cordata culture. (A) Photographs
of F3B’3 fungus grown in solid PDA medium. (B) Phase contrast microphotograph was

taken using an Olympus microscope (1000x magnification).

Figure 3. Effect of methanol extract obtained from mycelia biomass on C6 glioma cell
viability. Cells were treated for 24, 48 and 72 h as indicated in the figure with increasing
concentrations of MeOH extract (31.25 — 500 ug/mL) or dimethylsulfoxide (DMSO)
(control), and the cell viability was evaluated by MTT as described in material and
methods. Absorbance in samples treated with DMSO was considered 100% of cell
viability. The values represent the mean + SD of at least three independent experiments
carried out in triplicate. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by post-hoc

comparisons (Bonferoni test). *,** ***Sijgnificantly different from Control cells (P< 0.05; P

<0.01; P<0.001).

Figure 4. Effect of dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtAc) and n-butyl alcohol (n-
BuOH) extracts obtained from supernatant of 13, 20 or 27 culture days of F3B’3 fungus

on C6 glioma cell viability. Cells were treated for 24, 48 and 72 h as indicated in the
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figure with increasing concentrations of extracts (31.25 - 500 upg/mL) or
dimethylsulfoxide (DMSQO) (control), and the cell viability was evaluated by MTT as
described in material and methods. Absorbance in samples treated with DMSO was
considered 100% of cell viability. The values represent the mean + SD of at least three
independent experiments carried out in triplicate. Data were analyzed by two-way
ANOVA followed by post-hoc comparisons (Bonferoni test). *,** ***Significantly different

from Control cells (P<0.05; P <0.01; P<0.001).

Figure 5. ICso determination of dichloromethane (DCM) and ethyl acetate (EtAc)
extracts obtained from supernatant of 13, 20 or 27 culture days of F3B’3 fungu. C6
glioma cells were treated for 48 h with increasing concentrations of extracts (31.25 —
500 pg/mL) or dimethylsulfoxide (DMSO) (control) and the ICso values indicated in the

graphs were determined using Prisma GraphPad software.

Figure 6. Effect of dichloromethane (DCM) and ethyl acetate (EtAc) extracts obtained
from supernatant of 13, 20 or 27 culture days of F3B’3 fungus on astrocyte primary
culture cell viability. Cells were treated for 72 h with increasing concentrations of
extracts as indicated in the figure or dimethylsulfoxide (DMSQO) (control), and the cell
viability was evaluated by MTT as described in material and methods. Absorbance in
samples treated with DMSO was considered 100% of cell viability. The values represent
the mean = SD of at least three independent experiments carried out in triplicate. Data

were analyzed by one-way ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey’s test).

***Significantly different from Control cells (P< 0.001).
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Figure 7. Determination of total phenolic content (A) and flavonoids (B) on
dichloromethane (DCM), ethyl acetate (EtAc), n-butyl alcohol (n-BuOH) or methanol
(MeOH) extracts obtained from supernatant of 13, 20 or 27 culture days of F3B’3
fungus. The values represent the mean + SD of at least three independent experiments
carried out in triplicate. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by post-hoc
comparisons (Bonferoni's test). ***Significantly different from 13, 20 or 27 days of
culture (P<0.001); #Significantly different from EtAc, DCM, n-BuOH or MeOH extracts

(P<0.01).
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Culture Time

Sl Culture Yield (%)
(Days)

E-MeOH Mycelium (w/w) 27 39.82
EtAc Liquid culture (w/p) 13 0.0014
20 0.0009
27 0.0065
DCM Liquid culture (w/p) 13 0.0048
20 0.0017
27 0.205
13 0.0205
n-BuOH Liquid culture (w/p) 20 0.0557
27 0.0258

TABELA 1
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5. Conclusbes

Nosso trabalho foi capaz de demonstrar o efeito antiglioma dos extratos de

fungo endofitico obtido de folhas sadias de Mikania hastato-cordata coletada no horto

do Campus Capéo do Ledo, Universidade Federal de Pelotas, RS - Brasil.

e-DCM e e-AcoEt (13, 20 e 27 dias) exibiram os melhores efeitos antiglioma
em relagédo ao extrato obtido com n-butanol (e-n-BuOH) e que o extrato obtido
do micélio do fungo (27 dias), com o solvente organico metanol.

Os extratos que exibiram melhor efeito antiglioma, e-DCM e e-AcoEt, foram
avaliados quando a citotoxicidade em células normais de cultura priméaria de
astrocitos, e observados que nenhum dos extratos apresentaram efeito
citotoxico para este tipo celular.

Concentragbes de compostos fendlicos totais foram determinadas para todos
0s extratos, sendo que os e-DCM e e-AcoEt foram o0s que apresentaram
maiores quantidades de compostos fendlicos. Sendo a quantidade de fendis
determinada para o e-DCM significativamente maior que aquela encontrada
para o e-AcoEt, em todos os tempos de cultivo da biomassa fangica.

A gquantificacdo dos flavonoides foi determinada para todos os extratos obtidos.
Todos o0s e-AcoEt apresentaram quantidades significativamente maiores de
floavonadides.

Este estudo corrobora o achado de outros autores de que fungos endofiticos

representam uma fonte promissora para a busca de novos compostos com

propriedades farmacéuticas. Novos estudos se mostram necessarios para o

estabelecimento das estruturas dos compostos fendlicos e flavonoides presentes nos

extratos avaliados neste trabalho, bem como a presenga de outros compostos que

possam estar envolvidos com a atividade antiglioma observada.
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