UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PERFIL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DO LIOFILIZADO DO MEIO INTRA E
EXTRACELULAR DO FUNGO ENDOFITICO CYTOSPORA SP. ISOLADO DE

P.aduncum

Kaio Murilo Monteiro Espindola

Belém — PA
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PERFIL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DO LIOFILIZADO DO MEIO INTRA E
EXTRACELULAR DO FUNGO ENDOFITICO CYTOSPORA SP. ISOLADO DE

P.aduncum

Autor: Kaio Murilo Monteiro Espindola

Orientadora: Profa. Dr2. Marta Chagas Monteiro

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas, area de concentracdo: Farmacos e
Medicamentos, do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal do Para como requisito para a obtencéo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.

Belém — PA
2021



Dados Internacionais de Catalogacgéo na Publicacéo (CIP) de acordo com ISBDSistema de
Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a)autor(a)

E77 Espindola, Kaio Murilo Monteiro.
PERFIL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DO
LIOFILIZADO DO MEIO INTRA E EXTRACELULAR DO

FUNGO ENDOFITICO CYTOSPORA SP. ISOLADQO DE
P.gglfmc.lljm /lKalo Murilo Monteiro Espindola. — 2021.
. 1il. color.

Orientador(a): Prof2. Dra. Marta Chagas Monteiro

Coorientador(a): Prof. Dr. -

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Par4,
Instituto de Ciéncias da Saude, Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, Belém, 2021.

1. Fungos endofiticos. 2. Piper aduncum L. . 3.
Cytospora Sp.. 4. atividade antioxidante . 5. atividade
antimicrobiana. 1. Titulo.

CDD 579.5




FOLHA DE APROVACAO

Kaio Murilo Monteiro Espindola

PERFIL ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANO DO LIOFILIZADO DO MEIO INTRA E
EXTRACELULAR DO FUNGO ENDOFITICO CYTOSPORA SP. ISOLADO DE P. aduncum

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-graduacédo
em Ciéncias Farmacéuticas, do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Para como requisito para
a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.
Area de concentracdo: Farmacos e Medicamentos.

Aprovado em: / /

Banca Examinadora

Profa. Dra. Marta Chagas Monteiro (Orientadora)
Instituicdo: Instituto de Ciéncias da Saude/UFPA

Prof. Dr. Nélio Teixeira Machado
Instituicdo: Instituto de Ciéncia e Tecnologia/ UFPA

Dr. Roseane Guimaraes Ferreira
Instituicdo: Instituto de Ciéncias da Saude/UFPA

Belém — PA
2021



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus acima de tudo.
Aos meus pais por todo o apoio e dedica¢do a minha educacéo e a dos meus irmaos.
Ao meu avb que fez parte disso tudo e da contribuicdo pra eu chegar até aqui.
Ao0s meus irmaos por sempre me incentivarem e ajudarem sempre que possivel, e 0 meu
sobrinho, Rafael, por mudar nossa familia a cada simples aprendizado.
A minha orientadora Prof2. Dr2 Marta Chagas Monteiro, pela orientacdo, pelo apoio dado
durante todo o processo.
A Carla Mendonga, por todo apoio, incentivo e amizade e toda equipe do Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia, em especial Amanda Caroline, Wenddy Graziela, Davi Moura, Luan
Jaste, Pricila, Kelly e Ana Ligia.
A minha amiga Roseane Guimaraes, por todo o esfor¢o, companheirismo, firmeza, cuidado,
pelos ensinamentos!
Ao CNPq pelo suporte financeiro.
Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade de realizar
este curso.
A todos que contribuiram de alguma forma para realizacéo deste trabalho.

Muito Obrigado!



EPIGRAFE

“A maior dadiva que podes dar ao
mundo, é aquela da tua propria auto

transformacao!”

(Lao Tzu)



RESUMO

Os fungos endofiticos tem sido o foco no processo, visto que sao fontes de metabdlitos
primarios e secundarios com elevada atividade farmacolégica e a indastria
farmacéutica tem grande interesse na obtengcédo de compostos bioativos provenientes
de microrganismos endofiticos. Esses fungos adentram raizes, caules e folhas de
plantas e colonizam os espacos intra e/ou intercelulares, sem causar danos aparentes
e iniciam uma relagdo sinérgica ou mutualistica com o hospedeiro que resulta na
inducdo ou na producao de metabdlitos primarios ou secundarios que atuardo no
desenvolvimento e na manutencdo da planta, aumento da tolerancia a metais
pesados, no sistema imunoldgico e no combate a fatores do estresse bidtico e
abiotico. Nesse contexto o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar fungos
endofitos associados a espécie P. aduncum, realizar uma caracterizagdo quimica
preliminar e avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana do liofilizado obtido
dos meios intra e extracelular. O isolamento dos fungos endofiticos foi feito a partir do
caule de P.aduncum em agar Sabouraund (ASD). Apés o crescimento as cepas foram
purificadas, isoladas e identificadas pela morfologia e por biologia celular, sendo
escolhido o fungo PAC 119 (Cytospora Sp.) para demais testes. Foi construida a curva
de crescimento e a partir dela estabelecido os dias de coleta dos meios extracelular
e 0 meio intracelular liofilizados para a realizacao dos testes bioldgicos. Os resultados
mostraram que o meio extracelular obteve atividade frente a bactéria E. faecalliis,
atividade antioxidante do meio extracelular representando 80% e 20% do meio
intracelular, 7% de inibicdo do DPPH- dos dois meios, 0,5mg de polifendis totais a
cada 20mg de amostra dos meios intra e extracelular. Sendo assim, este estudo
contribuiu para o conhecimento em relacéo aos fungos endofiticos que vivem na planta
P. aduncum, e ainda demostrar a capacidade antioxidante e antimicrobiana do fungo
Cytospora Sp.(PAC119).

Palavras-Chave: Fungos endofiticos, Piper aduncum L. , Cytospora Sp., curva de crescimento,

sobrenadante liofilizado, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Endophytic fungi have been the focus of the process, as they are sources of primary and
secondary metabolites with high pharmacological activity and the pharmaceutical industry has
a great interest in collecting bioactive compounds from endophytic microorganisms. These
fungi enter plant roots, stems and leaves and colonize intra and / or intercellular spaces,
without causing apparent damage and start a synergistic or mutualistic relationship with the
host that results in the induction or production of primary or secondary metabolites that will
act in development and in plant maintenance, increased tolerance to heavy metals, in the
immune system and in combating biotic and abiotic stress factors. In this context, the objective
of this work was to isolate and identify endophytic fungi associated with P. aduncum species,
carry out a preliminary chemical characterization and evaluate the antioxidant and
antimicrobial activities of the lyophilized product from intra and extracellular media. Isolation
of endophytic fungi was carried out from the stem of P.aduncum in Sabouraund agar (ASD).
After growth, the strains were purified, identified and identified by morphology and cell biology,
with the fungus PAC 119 (Cytospora Sp.) being chosen for other testes. A growth curve was
constructed and the days of collection of extracellular media and intracellular lyophilized
media for the performance of biological tests were established. The results were lower than
the medium extracellular activity against E. faecalliis bacteria, antioxidant activity of the
extracellular medium representing 80% and 20% of the intracellular medium, 7% inhibition of
DPPH - of the two mediums, 0.5mg of total polyphenols each 20mg of sample from intra and
extracellular media. Therefore, this study contributed to the knowledge regarding the
endophytic fungi that live in the P. aduncum plant, and also to demonstrate the antioxidant

and antimicrobial capacity of the fungus Cytospora Sp. (PAC119).

Keywords: Endophytic fungi, Piper aduncum, Cytospora Sp., Growth curve, lyophilized

supernatant, antioxidant activity and antimicrobial activity.
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1. Introducéo

A industria farmacéutica tem grande interesse na obtencdo de compostos bioativos
provenientes de microrganismos endofiticos, sendo assim, os fungos endofiticos tem sido o
foco nesse processo, visto que sdo fontes de metabdlitos primarios e secundarios com
elevada atividade farmacoldgica ( ZHAO e colab., 2010; CHEN, Ling e colab., 2014; CHEN,
Senhua e colab., 2018;). Esses fungos adentram raizes, caules e folhas de plantas e
colonizam os espacgos intra e/ou intercelulares, sem causar danos aparentes e iniciam uma
relacdo sinérgica ou mutualistica com o hospedeiro (PEREIRA e colab., 2015; SINGH,
Gurpreet e colab., 2017), que resulta na indugédo ou na producdo de metabdlitos primarios
ou secundarios que atuardo no desenvolvimento e na manutencdo da planta, aumento da
tolerdncia a metais pesados, no sistema imunolégico e no combate a fatores do estresse
bidtico e abiotico(ARNOLD, A Elizabeth e colab., 2003; SINGH e colab., 2017; DUROFIL e
colab., 2021).

Por esse motivo, se faz necessario a bioprospeccdo de novos produtos de
organismos endofitos que apresentam um grande potencial farmacologico e industrial.
Nesse cenario, a industria farmacéutica baseada em vantagens técnicas, econdmicas,
energéticas e ambientais, tem focado no isolamento de compostos bioativos provenientes de
fungos enddfitos em consequéncia da elevada variabilidade de espécies fungicas e o perigo
de extincéo de espécies vegetais que sdo coletadas para a extracédo de produtos medicinais(
FERRARA, 2006; MUSSI-DIAS e colab., 2012a; ALY, A. H. e colab., 2013; SPECIAN e
CASAROTTI e colab., 2014).

Os fungos endofiticos sdo responsaveis por produzir uma ampla variedade de
metabadlitos, tais como: alcaldides, esterbides, terpenos, isocumarinas, quinonas, acidos
fendlicos e macrolideos(ALY, Amal Hassan e colab., 2011; CHEN, Ling e colab., 2014).
Adicionalmente, tem sido atribuido a esses metabdlitos diversas atividades biolégicas como
antimicrobiana, antioxidante, antineoplasica, antileishmania, e atividade antiproliferativa e
citotoxicidade( POLLI e colab., 2012; LIU e LIU, 2018; RANA e colab.,2019; MENGISTU,
2020). Além disso, ja existem compostos de grande importancia industrial, a exemplo da
criptocina, isolada do fungo endofitico Cryptosporiopsis quercina, que possui atividade
antimicética e o Taxomyces andreanae isolado da planta Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) e
produz o Taxol®, utilizado no combate ao cancer(LI e colab., 2000; MUSSI-DIAS e colab.,
2012a; STROBEL e colab., 1996; VERMA e colab., 2011; CHEN, Huigin e colab., 2015).

Portanto, a espécie Piper aduncum L conhecida popularmente na Amazénia como
"pimenta-de-macaco”, foi selecionada para o estudo ( MAIA e colab., 2001 FAZOLIN e colab.,
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2007) . A espécie do género Piper € alvo de inUmeros estudos pela sua rica variedade de
metabdlitos bioativos ( SOUSA e colab., 2008;MORANDIM e colab., 2009; SANTOS e colab.,
2013; THAO e colab., 2016) . Essa espécie & muito utilizada também pela medicina popular
para o tratamento de patologias, dentre elas, dores no estdmago, anti-inflamatéria, anti-
hemorragica, ulceras crénica e como laxante( POHLIT e colab., 2006; SOUSA e colab., 2008
:DE ALMEIDA e colab., 2009; GUERRINI e colab., 2009; THAO e colab., 2016).
Adicionalmente, a P. Aduncum L possui atividades biol6gicas comprovadas como anti-
inflamatéria , analgésica, citotdxica, antimicrobiana, antifingica, larvicida e inseticida(
NAVICKIENE e colab., 2006; DE ALMEIDA e colab., 2009; GUERRINI e colab., 2009;
LIVEIRA e colab., 2013; BRAZAO, MARIA ANGELICA B; BRAZAO, FABIO V; MAIA, JOSE
GUILHERME S; MONTEIRO, 2014;,THAO e colab., 2016; LUCENA e colab., 2017).

Sendo a espécie de P. aduncum relacionada a diversos metabolitos secundarios
descritos, e tendo sua biologia endofitica pouco explorada, a bioprospeccdo desses fungos
endofiticos relacionados a espécie presente na espécie de P. aduncum se faz de necessaria
para identificar substancias com potencial bioativo antimicrobiano e antioxidante uteis na

aplicacao industrial ou farmacéutica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Piper (Piperaceas)

As Piperaceas é a familia mais primitiva entre as angiospermas, e é subdividida em
trés grandes subfamilias: Verhuellioideae, Piperoideae e Zippelideae. Existem cerca de 3600
espécies dos 4 principais géneros: Piper, Peperomia, Sarchorhachis e Ottonia, e estédo
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. O género Piper € o mais
conhecido por sua adaptabilidade em diferentes regides do planeta (Figura 1), séo
encontradas cerca de 1300 espécies em regides tropicais, 600 na Asia e 100 espécies no
Pacifico Sul, especificamente no Brasil, sdo localizadas em até 2000 metros acima do nivel
do mar, e principalmente na Amazoénica( FAZOLIN, 2006; BOTTIA e colab., 2007; DAL
PICOLO e colab., 2014a; PERIGO e colab., 2016; DUROFIL e colab., 2021).

F' CENTRAL AMERICA
200 SPP.

ASIAN TROPICS

300 SPP.

CHOCO REGION

AMAZONIA
300 SPP.

008PP, =
ANDES
300 SPP D

ATLANTIC FOREST

3 7 ' X e X -
. e 1 o & = R .
A YD,
AFRICAN TROPICS TN, j SOUTH PACIFIC
15 SPP ] ﬁ . 40 SPP.

Figura 1: Localizacdo das espécies de Piper nas regides tropicais e subtropicais. (fonte: JARAMILLO, 2001)

- 150 SPP.

As plantas do género sado reconhecidas em campo por sua aromaticidade “picante”,
pontas de inflorescéncia e brotos nodosos. Além disso, possuem um crescimento de
diferentes formas como videiras, ervas, arbustos e pequenas arvores, estando presentes nos
mais diferentes habitats e em sua maioria encontram-se entre Om a 2500m de altitude, sendo
raramente encontradas acima de 3000m ( QUIJANO-ABRIL e CALLEJAS-POSADA, 2006;
CHAVEERACH e colab., 2006; JARAMILLO e colab., 2008; ; CONNAHS, H e colab., 2009;
LEE e colab., 2016;CHEN, Ling e colab., 2016; BISPO e colab., 2017). As folhas das
espécies de Piper tém um cheiro naturalmente forte, com flores pequenas, dispostas em
espigas e sem o0 perianto, seus frutos sao polpudos com 2 a 6 estames, ovario unicelular
com 6vulo ortotrépico, ou seja, crescem em linha reta e na extremidade oposta ao caule(
QUIJANO-ABRIL e CALLEJAS-POSADA, 2006; CHAVEERACH e colab., 2006; JARAMILLO
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e colab., 2008; ; CONNAHS, H e colab., 2009; LEE e colab., 2016;CHEN, Ling e colab., 2016;
BISPO e colab., 2017) .

O género é conhecido por sua alta adaptabilidade em diferentes climas e locais e
pela resisténcia das plantas, essas caracteristicas sdo consequéncia da producao de
metabdlitos secundarios que agem na intensificacdo dos mecanismos de defesa e
sinalizacao, além da adequacao ao meio
ambiente ( NAVICKIENE e colab., 2006;FAZOLIN, 2006; GERSHENZON e DUDAREVA,
2007; SOUSA e colab., 2008; VASQUEZ, 2015; DURANT-ARCHIBOLD e colab., 2018;
SOUZA e colab., 2019). A variedade na producao de metabdlitos secundarios pelo género
Piper, é proveniente principalmente da rota de biossintese mista (chiquimato/acetato), e
composta por taninos, terpenos, flavonoides, saponinas, esteroides, carotenoides (Tabela 1),
gue possuem atividades biologicas como antimicrobiana, moluscicida, inseticida e anti-
inflamatoria. As plantas de Piper sdo amplamente conhecidas na medicina popular como
antiulcerativas, purgativas, alivio da dor e possuem importancia econdmica, além do seu 6leo
essencial( NAVICKIENE e colab., 2006;FAZOLIN, 2006; GERSHENZON e DUDAREVA,
2007; SOUSA e colab., 2008; VASQUEZ, 2015; DURANT-ARCHIBOLD e colab., 2018;
SOUZA e colab., 2019).

Tabela 2: Analise fitoquimica dos metabdlitos secundarios do género Piper

Compostos isolados de Piper

Composto Quantidade
Alcaloides/Amidas 28%
Lignanas/Neolignanas 18%
Terpenos 14%
Propenilfendis 6%
Flavonas/Flavanonas 3%
Cavapironas 3%
Chalconas/Diidrochalconas 3%
Esteroides 2%
Piperolideos 1%
Compostos variados 22%

Fonte: REIGADA, 2009 adaptado de CARDOSO, 2018
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2.2.  Piper Aduncum

A Piper aduncum L., também conhecida como “Falso jaborandi”, “matico”, “erva-de-
jaboti”, “jaborandi-do-mato”, “pimenta-de-fruto-ganchoso” ou “pimenta-de-macaco” €
frequentemente encontrada na América do Sul e Central, cresce naturalmente na Amazénia,
na Mata Atlantica do Brasil e também existem registros da espécie na Asia e na Oceania(
SIGES e colab., 2005; MORANDIM e colab., 2009; PASSOS e colab., 2012; SANTOS,
Maximillan Leite e colab., 2013; DAL PICOLO e colab., 2014).A planta € um arbusto de até
5-8 metros de altura, meio nodosos. As folhas apresentam peciolo de 0,3 a 0,8 cm de
comprimento, base assimétrica, espigas curvas medindo de 7 a 14 cm de comprimento e 0,2
a 0,3 cm de didametro e o pedunculo da espiga pode medir de 1 a 2 cm de comprimento(;
FAZOLIN, 2006; MORANDIM e colab., 2009; MONZOTE e colab., 2019; DUROFIL e colab.,

2021) (FIGURA 2).

Figura 2:Piper aduncum L. conhecida como “aperta-rudo”, “pimenta-de-fruto-ganchoso”, “pimenta-de-

macaco”, “pimenta-longa. fonte: autor

Popularmente o cha do “matico” é utilizado como diurético, antiblenorragico,
problemas gastrointestinais, para doencas do figado, tratamento de Ulceras cronica e
cicatrizacdo de feridas. As cascas sdo frequentemente utilizadas para o tratamento de dor
de dente, diarreia, disenteria, sarna, cortes, tosse e infec¢des fungicas. As raizes, por outro
lado, séo utilizadas para doencas estomacais e respiratérias, feridas na pele, disenteria e as
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frutas sdo utilizadas no tratamento de dores de dente( FAZOLIN, 2006; BOTTIA e colab.,
2007; PASSOS e colab., 2012; DAL PICOLO e colab., 2014; DURANT-ARCHIBOLD e colab.,
2018). A planta tem uma série de atividades bioldgicas que séo atribuidas ao 6leo essencial
e uma variedade de compostos quimicos farmacologicamente ativos, por isso, € uma espécie
com grande potencial bioquimico por suas atividades bioldgicas ja descritas ( FAZOLIN,
2006; BOTTIA e colab., 2007; PASSOS e colab., 2012; DAL PICOLO e colab., 2014;
DURANT-ARCHIBOLD e colab., 2018).

A P. aduncum possui um 6leo essencial (OE) de composi¢cao quimica variada,
constituido principalmente de fenilpropandides e terpenos. O principal composto desse OE é
o dilapiol, um fenilpropandide, resultante da via do acido chiquimico, com um grupo metil no
anel aromatico e um grupo alquil na cadeia lateral, esses grupos quimicos sao relacionados
diretamente as atividades biologicas atribuidas ao dilapiol e também na amplificacdo da acéo
de outros compostos quando em sinergismo( FAZOLIN e colab., 2005; DUROFIL e colab.,
2021).0 dilapiol, compde cerca de 70% do OE de P. aduncum, entretanto, outras substancias
como monoligndlides como o apiol, miristicina, eugenol, safrol, dimeros de fenilpropandides
também sdo encontradas em menor quantidade( FAZOLIN e colab., 2005; DUROFIL e
colab., 2021).

Os metabolitos secundarios associados a espécie de P. aduncum sao diversos, e ja
foram descritas amidas, fenilpropandides, terpenos, chalconas e dihidrochalconas, flavonas,
acidos fortes, antocianidinas, fendis, piperazinas, saponinas e taninos(SOUSA e colab.,
2008; MORANDIM e colab., 2009). A presenca desses metabdlitos na espécie, estdo
associados com as atividades biolégicas que incluem inseticida do dilapiol frente a ribolium
casteneum, Cerotoma tingomarianus, Choristoneura rosaceana(FAZOLIN e colab., 2005),
antioxidante do meio hidroalcéolico(RAMOS e colab., 2003), antibacteriana do meio etanélico
frente a E. faecalis e S. epidermidis e do meio alcodlico frente a E. coli e S. aureus, do meio
hidroalcodlico diante de N. gonorrhoeae e do dilapiol em associacdo a miristicina frente a
bactérias multirresistentes (ORJALA e colab., 1994;KLOUCEK e colab., 2005; DUROFIL e colab.,
2021;), moluscicida do meio de éter de petroleo frente a B. glabrata( SANTOS e colab., 1998;
DUROFIL e colab., 2021), antitumoral frente ao S. cerevisiae(MORANDIM e colab., 2009) e
inibicdo do crescimento de Leishmania amazonensis e atividade antitripanocida(MORANDIM
e colab., 2009; PASSOS e colab., 2012; SANTOS, M. R A e colab., 2013) (Quadro 1).



Quadro 1: P. aduncum e atividades bioldgicas
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ATIVIDADE ORGANISMOS DERIVADO ~
BIOLOGICA AVALIADOS AVALIADO REFERENCIAS
Actinobacillus L)
actinomycetemcomitans Extrato alcoolico LENTZ e colab., 1998
Bacillus cereus Extrato etandlico KLOUCEOPBS colab.,
Extrato alcodlico,extrato KLOUCEK e colab.,
Atividade Bacill bl diclorometano, extrato 2005
Antibacteriana acilius subtilis éter de
petroleo,
Enterococcus faecalis Extrato etandlico KLOUCZEO}BS colab.,
Extrato alcodlico, extrato
Escherichia coli de éter de petroleo, LENTZ e colab., 1998
extrato de diclorometano
Fusobacterium nucleatum Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Extrato de éter de
Micrococcus luteus petroleo, extrato de ORJALA e colab., 1994
diclorometano,
Mycobacterium Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998;
intracellulare
Neisseria gonorrhoeae Extrato hidroalcodlico KLOUCEK e colab.,
2005
Prevotella intermedia Extrato alcoolico LENTZ e colab., 1998;
Staphylococcus aureus Extrato alcodlico KLOUCEK e colab.,
2005
Staphylococcus epidermidis Extrato etandlico KLOUCEK e colab.,
2005
Aspergillus flavus Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Aspergillus fumigatus Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Atividade Candida albicans Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Antifngica
Colletotrichum musae Oleo essencial BASTOS e
ALBUQUERQUE, 2004
Crinipellis perniciosa Oleo essencial SANTOS e colab., 1998
Cryptococcusneoformans Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Saccharomyces cerevisiae Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
Trichophyton Extrato alcodlico LENTZ e colab., 1998
mentagrophytes
Antioxidante DPPH Extrato Hidroalcodlico RAMOS e colab., 2003
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Autor: (POHLIT e colab., 2006).

A biologia endofitica da espécie P.aduncum ainda € pouco relatada e até o presente
momento, existem relatos sobre o isolamento do fungo endofitico Xylaria sp. As espécies de
Xylaria sdo enddfitas, frequentemente encontradas em plantas tropicais e decompositores
de madeira. Além da associacdo com plantas e liquens desenvolvendo uma relacéo
endofitica, esses fungos podem ser encontrados associados a cupins e sdo isolados de
plantas vasculares (coniferas, monocotiledéneas, dicotileddneas, samambaias e
licopsideos) e de plantas ndo vasculares (mosto de figado)(YAN e colab., 2011; SONG e
colab., 2014; HAN e colab., 2019). Em relac&o ao perfil quimico das substancias presentes
nesse género, sdo encontrados frequentemente: terpendides, citocalasinas, alcaldides,
policetideos, compostos aromaticos e compostos organicos volateis, incluindo
sesquiterpendides, ésteres e alcoois, esses metabolitos sdo relacionados a atividades
biolégicas como citotoxicas, antibacterianas, antimalaricas e inibitérias da a-glucosidase
(YAN e colab., 2011; SONG e colab., 2014; HAN e colab., 2019).



23

2.3 Fungos Endofiticos

O termo enddfito, vem do grego Endon(dentro) e phyton(planta) e foi introduzido por
Barry em 1866, para denominar qualquer microrganismo que estivesse em tecidos vegetais,
com excecao dos fungos epifiticos, aqueles que colonizam a superficie dos vegetais e 0s
patogénicos, que causam doencas. Sendo assim, fungos endofiticos sdo microrganismos
gue, em alguma parte da sua vida, colonizam tecidos vegetais intra (simplastos) ou
intercelulares (aplopastos) sem causar doencas ou danos aparentes (PETRINI, 1991;GUPTA
e colab., 2020; MENGISTU, 2020)(Figura 3). Esses microrganismos buscam nutricdo e
protecdo dentro das células vegetais e produzem ou induzem a sintese de metabdlitos
primarios e secundarios biologicamente ativos, aumentando da tolerancia a estresses
bidticos e abioticos, diminuicdo da herbivoria e ataque de insetos, supressao de patégenos,
crescimento da planta, aumento da producéo de fito-horménios e aumento da resisténcia da
planta a metais pesados( LIU e LIU, 2018; RANA e colab., 2019; MENGISTU, 2020; GUPTA
e colab., 2020;).
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Figura 3: Localizag&o dos Fungos endofiticos nas plantas. Fonte: Autor

Estima-se que os fungos endofiticos desenvolvem uma relacdo de simbiose com as
plantas h& aproximadamente 400 milhdes de anos, por isso, acredita-se que com o passar
do tempo, a planta e o fungo desenvolvem uma similaridade nas informacdes genéticas,
resultando em um sistema genético complementar , por isso, sdo microrganismos isolados
briofitas, pteridéfitas, gimnospermas e angiospermas e em diferentes ecossistemas,
incluindo desertos quentes, tundra artica, manguezais, florestas temperadas e tropicais,

pastagens e savanas, terras agricolas, ambientes articos, alpinos, xéricos extremos e em
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todo o territorio terrestre, nas comunidades naturais e antropicas( KHARWAR e colab., 2011;
ALY, Amal Hassan e colab., 2011; SOARES e colab., 2017; CHOWDHURY e colab., 2019;
FA, 2019).

Os fungos endofiticos sao, principalmente, ascomicetos, basidiomicetos,
zigomicetos e oomicetos, e segundo as diferengcas evolutivas, de taxonomia, plantas
hospedeiras e fungBes ecoldgicas, podem ser divididos em clavipitaceous (C-endofiticos),
gue habitam algumas gramineas e nao-clavipitdceous (NC-endofiticos) que colonizam
samambaias, coniferas e angiospermas. Além disso, os NC-endofiticos podem ser
classificados também segundo o: modo de reproducdo(sexuada ou assexuada); modo de
transmissao(Vertical ou horizontal); fonte de nutricao (necrotréficos ou biotréficos) e o tipo de
infeccéo causada no hospedeiro (sintomatica ou assintomatica) (SUDHA e colab., 2016; FA,
2019; LIU e LIU, 2018; GUPTA e colab., 2020; RANA e colab., 2019; VASUNDHARA e colab.,
2019).

Esses enddfitos fungicos podem ser transmitidos de forma horizontal (n&o sistémica)
ou vertical(sistémica). A transmissao horizontal ou ndo sistémica, os esporos fungicos sao
transmitidos através da acao do vento, da agua da chuva ou pela acédo de vetores e tendem
a ser mais antagbnicos ao hospedeiro, na transmissao vertical ou sistémica, os fungos
endofiticos sédo transmitidos da planta-mae para a descendéncia através das sementes e
tendem a ser mutualistas. A colonizacao desses endofitos pode se da pela a rizosfera, regido
na qual a raiz esta em contato com o solo, rica em nutrientes e microbiota diversa, pelos
estdbmatos, lenticelas, hidatodos ou através de pequenas fissuras(FA, 2019;; YAN, Lu e
colab., 2019; GUPTA e colab., 2020)(FIGURA 4).



25

L4
Hidatodos 0%
) O&. [ 4 §
3 g o
g sementes =
: S | 2
Filosfera 1 S
= »
o Estémato ; S E
= 7
‘ Flores & 2 c
2% e
" T }_
&5 v
Lenticelas g )
w
Folhas e
4 \
= | s
Entrada de micrébios ( RN AR
/’\ -
endofiticos através de o O Nova
. feridas causadas o planta
Rizosfera devido a formacéo
lateral da raiz \ ' | ,__'.. o b
Micrébios ’ ; ‘
do =
solo
Figura 4: Entrada e colonizac&o de fungos endofiticos de plantas. Fonte: Lata, 2018.

A relacdo planta — enddfito € extremamente flexivel, podendo variar entre um
mutualismo/simbiose e patogenia, porém a definicdo do tipo de relacdo que sera
desenvolvida, € definida por fatores como estresse da planta, idade avancada, tipo de
transmissao, o desequilibrio na troca de nutrientes, fatores genéticos e alteracfes ambientais
podem afetar o tipo de interacdo. Além disso, a genética do hospedeiro e o estilo de vida do
enddfito também podem ser relacionados ao tipo de interacdo entre o endéfito e a planta
((SAIKKONEN e colab., 2010; ALY, Amal Hassan e colab., 2011; SOARES e colab., 2017;
CHENG e colab., 2018; WHITAKER e colab., 2019; MENGISTU, 2020)(FIGURA 5).
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Figura 5: Relacao planta - endéfito e fatores que influenciam em qual tipo de relacéo sera desenvolvida.
Fonte: adaptado de (shultz,2015)

A bioprospeccéo € a exploracédo e investigacdo de micro-organismos para identificar
substancias com potencial bioativo uteis e os fungos endofiticos sdo produtores de uma
diversidade desses compostos quimicos como: terpenos, flavondides, alcalbides, quininos,
ciclohexanos e hidrocarbonetos e que possuem atividades antimicrobiana, antioxidante,
antineoplésica, antidiabética, antiviral antileishmania, e atividade antiproliferativa e
citotoxicidade( SOARES e colab., 2017; POLLI e colab., 2012; LIU e LIU, 2018; RANA e
colab., 2019; MENGISTU, 2020) (Tabela 2).



Tabela 2: Metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos
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Fungo
Composto bioativo Aplicacdo endofitico Referéncias
. Taxomyces .
Taxol Anticancer andreanae Stierle et al. (1993)
Camptotecina Anticancer Fusarium solani Kusari et al. (2009)
Ergoflavina Anticancer Sterile mycelium Deshmukh et al. (2009)
Fenilpropanoides Anticancer Pen!(_:llllum Fill et al. (2010)
brasilianum
Podofilotoxina Anticancer Trametes hirsute Puri et al. (2006)
Citocalasinas Anticancer Rhinocladiella sp. Wagenaar et al. (2000)
. . A Cytospora sp. .
Citosquirina Anticancer CR200 Singh et al. (2007)
Fomoxantonas Aand B Anticancer Phomc_)p5|s Isaka et al. (2001)
species

7-amino-4-
metilcoumarina

Antimicrobiana

Xylaria sp. YX-28

Liu et al. (2008)

Griseofulvina

Antimicrobiana

Xylaria sp.

Park et al. (2005)

Chaetomugilina Aand
D

Antimicrobiana

Chaetomium
globosum

Qin et al. (2009)

(=)-micorrizina A (+)-
criptosporiopsina

Antimicrobiana

Pezicula

Schulz et al. (1995)

Aspergillus niger

Hipericina Antimicrobiana and Candida Kusari et al. (2008)
albicans
. L Pestalotiopsis
Pestacin Antioxidante microspora Harper et al. (2003)
. o Cephalosporium
Grafislactone A Antioxidante sp. IFB-E001 Song et al. (2005)

Fonte: KUMAR e colab., 2019

A variabilidade de metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos esta

associada a um grande potencial biotecnolégico de interesse da industria farmacéutica.
Apesar disso, os estudos envolvendo fungos endofiticos ainda sédo escassos quando

comparados a pesquisas que envolvem metabdlitos proveniente de plantas, segundo a

literatura, estima-se que existam 1 milhdo de espécies colonizando plantas e até liquens,

entretanto, somente 100.000 espécies fungicas foram descritas. Dentre essas, 0 exemplo
mais conhecido de um produto de originado por esses microrganismos é o Taxol®, utilizado

no combate ao cancer e que foi isolado a partir do fungo Taxomyces andreana(GONCALVES

e colab., 2013; HUSSAIN e colab., 2014; SAGITA e colab., 2021) . A Camptotecina, isolados

dos fungos Taxomyces andreana e do fungo Fusarium Solani, respectivamente e o

antifangico ciclosporina, isolado do fungo Trichoderma polysporum (GONCALVES e colab.,

2013; VENUGOPALAN e colab., 2016; RAN e colab., 2017).
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2.3.1. Fungos endofiticos e a producao de metabdlitos secundarios.
Metabdlitos secundarios sédo substancias quimicas produzidas por fungos endofiticos

como uma resposta fisiologica a fatores de estresse bidticos e abidticos como herbivoria,
nematoides, fungos patogénicos, falta de nutriente, salinidade e a variacéo extrema de pH e
temperatura. Esses metabdlitos sdo produzidos por fungos filamentosos, e se caracterizam
como substancias quimicas heterogéneas, de baixo peso molecular e ndo essenciais para
o desenvolvimento e reproducao flngica in vitro e pertencem as classes Pezizomicotina,
Ascomicetos e varios Basidiomicetos(; MACHELEIDT e colab., 2016; SINGH e colab., 2017;
KELLER, 2019).

Esses compostos produzidos pelos fungos em relacfes simbidticas, servem como
mediadores da comunicacdo entre o hospedeiro e 0 meio ambiente, na defesa contra
competidores, na absorcao de nutrientes. Entretanto, a partir do século 20, esses compostos
entraram em foco devido sua adequacédo ao tratamento de doencas in infeciosas, cancer,
como imunossupressores e, finalmente, como uma fonte persistente de novos e inovadores
agentes terapéuticos( YU e KELLER, 2005;BRAKHAGE e SCHROECKH, 2011; POLLI e
colab., 2012; LIU e LIU, 2018 MACHELEIDT e colab., 2016; RANA e colab., 2019;
VASUNDHARA e colab., 2019; MENGISTU, 2020). Esses compostos quimicos séo
pertencentes a diversas classes como: terpenos, flavonoides, alcaléides, quinonas,
ciclohexanos e hidrocarbonetos, e sdo associados a atividades biologicas, dentre elas:
antimicrobiana, antioxidante, antineoplasica, antileishmania, antiproliferativa e citotoxicidade(
YU e KELLER, 2005;BRAKHAGE e SCHROECKH, 2011; POLLI e colab., 2012; LIU e LIU,
2018 MACHELEIDT e colab., 2016; RANA e colab., 2019; VASUNDHARA e colab., 2019;
MENGISTU, 2020).

A producdo desses metabdlitos secundarios ocorre principalmente durante a fase
lag, ou de maior divisdo celular. Esses metabdlitos podem ser residuos do metabolismo
primario, além disso, podem fazer parte do metabolismo primario servindo como energia ou
substratos para as enzimas e também na fixacdo de novos tracos genéticos. A sintese
desses metabdlitos, envolve enzimas polimerizadas chamadas de enzimas de base ou de
nucleo, e sdo essas enzimas quem define a classe quimica do metabdlito secundario
gerado(HENKE KRAEMER e colab., 2000; MACHELEIDT e colab., 2016; ROZE e colab.,
2011).

As enzimas de base séo as sintases de peptideo néo ribossomal (SPNR), sintases
de policetideo (PSs), enzimas SPNR-PS hibridas, preniltransferases (PNTs) e ciclases de
terpeno (CTs) e produzem, respectivamente, respectivamente, a produgéo das cinco classes
de SM: peptideos nao ribossémicos, policetideos, hibridos NRPS-PKS, alcalbides inddlicos
e terpenos( YU e KELLER, 2005; KHALDI e colab., 2010; MACHELEIDT e colab., 2016;
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KELLER, 2019). Diferentemente dos genes que participam do metabolismo fungico primario,
os quais ficam espalhados pelo genoma fungico, os genes que codificam enzimas para
producdo de metabdlitos secundéarios ficam organizados de forma contigua como um
agrupamento de genes sintéticos (AGB). Os produtos intermediarios formados pelas enzimas
de base podem ainda sofrer alteracbes adicionais catalisadas por enzimas "decorativas”,
como a acetil-CoA. Esses AGB’s séo regulados de forma coordenada por um fator de
transcricdo Zn2Cys6 especifico e / ou pelo regulador global do metabolismo secundario, a
metiltransferase putativa LaeA ( YU e KELLER, 2005; KHALDI e colab., 2010; MACHELEIDT
e colab., 2016; KELLER, 2019) (Figura 6).

AGRUPAMENTO DE GENES SINTETICOS
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Figura 6: Mecanismo de produc¢éo de metabdlitos secundéarios por fungos endofiticos. Fonte: Google
imagens (adaptado).

2.4Género Cytospora

O género Cytospora sdo compostos por fungos  ascomicetos
anamorficos(assexuado), aqueles que estdo na fase teleomorficas (sexuada) séo

conhecidas como Valsa e leucostroma. Fungos do género Cytospora, sdo fungos
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filamentosos, ascomicetos, pluricelulares, saprofitos ou patogénicos, que foram descritos
pela primeira vez por Eherenberg (1818) e posteriormente Tulasne e Tuslane, postularam
gue Valsa e Cytospora eram duas formas do mesmo organismo. Este género integra o filo
ascomyceto, da classe dos Sordariomycetos, da ordem dos Diaporthales e da familia
Cytosporaceae(ADAMS e colab., 2006; FAN e colab., 2014; LAWRENCE e colab., 2017,
NORPHANPHOUN e colab., 2017; JAMI e colab., 2018; ZHU e colab., 2018).

A caracterizacdo morfolégica dos fungos deste género é feita com base nos
conidiomas e/ou ascomas, nos picnidios/pertiécios, na forma de organizacéo do loculo, nas
dimensbes dos esporos e pelo arranjo dos tecidos estoméatico, esse género caracteriza-se
por apresentar estroma isolado, peritécios reunidos com rostros convergentes em direcao a
casca, abaixo de um ectostroma conico e sem linha escura sob o estroma. Possui ascos
sésseis com anel apical refrativo a luz, ndo amildide, parafises evanescentes na maturidade,
normalmente oito ascosporos unicelulares. Produzem micélios frutificados e assexuados,
conidiéforos filamentosos e conidios alantoides hialinos, em ambientes umidos, apresenta
conidios formando gavinhas gelatinosas amarelas, laranja a vermelha(ADAMS e colab.,
2006; FAN, Xinlei e colab., 2015; WANG e colab., 2015; LAWRENCE e colab., 2017).

O género fungico ja foi isolado de caules, raizes e do xilema e € considerado
patogénico, sendo associado ao cancro e doencas mortais em arvores lenhosas. Além do
Cytospora, as espécies teleomérficas associadas também estdo relacionadas dentre os
fungos causadores de cancro e morte mais comuns principalmente, em coniferas, sendo
pouco comum em plantas herbaceas. Apesar das caracteristicas patogénica, o Cytospora e
as espeécies teleomorficas séo relacionadas a producdo de uma variedade de metabdlitos
biologicamente ativos( CHAPELA, 1989; ADAMS e colab., 2006; FOTOUHIFAR e colab.,
2010; NORPHANPHOUN e colab., 2017; JAMI e colab., 2018).

As espécies encontradas na casca e folhas, mas principalmente no xilema também
desenvolvem com o hospedeiro uma relacdo endofitica, Chapela et al. (1989) denomina
esses endofitos de xilotropicos, pois crescem no xilema secundarios e contribuem para a
producdo de metabdlitos secundarios com efeitos antimicrobianos, citotoxicidade contra as
linhas de células de fibroblastos de camundongo e carcinoma cervical KB-3-1, dentre outras.
O género Cyostora tem sido considerado uma excelente fonte de metabdlitos estruturalmente
versateis e biologicamente significativos, e tem sido considerado produtor de metabdlitos
promissores para a aplicagdo farmacéutica( SINGH, Maya P e colab., 2007; CHAPELA,
1989; ADAMS e colab., 2006; FOTOUHIFAR e colab., 2010; LI, Yan e colab., 2010; JAMI e
colab., 2018; YOUSIF e colab., 2018; LIU, Zhaoming e colab., 2019).
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Estudos relacionam o género Cytopospora com a producédo de diversos metabdlitos
e atividades biologicas. KOKUBUN e colab. et al. (2003) isolou cinco dihidroisocumarinas e
um derivado de tetralona, um hidrocarboneto bicilico, do fungo C. eucalypticola. Os
compostos isolados apresentaram leve atividade antifingica e antibacteriana frente a
bactérias gram-positivas e um composto conhecido como 5-hidroximetilmelleina, mostrou
atividade moderada contra os ataques de Spodoptera littoralis. LI, Yan e colab. et. al. 2012),
isolou trés novos sesquiterpendides cariofileno, denominados citosporindis de culturas
solidas do fungo Cytospora sp. Outros estudos também isolaram derivados de cariofileno de
um outro fungo do mesmo género, o0 extrato acetato demostrou atividade frente as bactérias
S. aureus e S. pneumoniae e atividade citotéxica(Ll, Yan e colab., 2010; LIU, Xin e colab.,
2017). Nesse sentido, é de grande interesse continuar investigando as atividades

antimicrobiana e antioxidantes de extratos obtidos a partir do fungo Cytospora.

2.4.1. Antimicrobiano
A resisténcia bacteriana, apesar de ser um processo evolutivo normal das bactérias,

tem tido ultimas de décadas uma expressiva elevacédo no numero de infec¢des causados por
esses microrganismos( RAJAMANIKYAM e colab., 2017; YAN, Lu e colab., 2019; ALVES e
colab., 2019; ; GUPTA e colab., 2020; CARUSO e colab., 2020). O uso continuo e repetitivo
desses medicamentos aceleram resisténcia desses patdgenos através da inativacdo dos
antibidticos, alteracbes nos alvos bacterianos e entrada restrita de antibidticos por
transportadores de medicamentos menos permeaveis. Por isso, a bioprospeccdo de
compostos eficazes contra microrganismos resistentes a antibioticos tornou-se uma grande
prioridade nos ultimos anos( RAJAMANIKYAM e colab., 2017; YAN, Lu e colab., 2019;
ALVES e colab., 2019; ; GUPTA e colab., 2020; CARUSO e colab., 2020).

Os fungos endofiticos servem com fonte para busca de novas moléculas com
potencial antibiético, esses endofitos tém uma variedade de espécies e produzem de
inimeros metabolitos secundarios. Nas plantas, os fungos endofiticos xilotropicos (que vivem
em associacao com Orgaos de plantas lenhosas) sdo melhores produtores de compostos
antimicrobianos e aumentam a capacidade de suas plantas hospedeiras de resistir a
patdgenos, essa resposta acontece através de estimulacdo por eliciadores, como produtos
guimicos derivados de patdgenos ou outros residentes dentro de suas plantas hospedeiras,
desempenhando um papel importante na defesa, por outro lado, essas substancias
antibidticas possuem atividade frente a bactérias patogénicas que afetam humanos também

possuem atividade e apresentam atividade de amplo espectro e menor toxicidade quando



32

comparados aos produtos sintéticos( RAJAMANIKYAM e colab., 2017; YAN, Lu e colab.,
2019; ALVES e colab., 2019; ; GUPTA e colab., 2020; CARUSO e colab., 2020).

2.4.2. Antioxidante
Radicais livres, sdo espécies quimicas formadas quando uma ligacdo covalente é

desfeita e cada atomo recém-formado permanece com elétron. Os radicais sao
extremamente reativos devido a um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital
externo, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) estédo
geralmente envolvidos na fisiologia humana e sua producéo é essencial para 0 metabolismo
normal do nosso corpo(ISCHIROPOULOS e colab., 2005; SARKAR e colab., 2013;
RAJAMANIKYAM e colab., 2017; CHANDRA e colab., 2020; VITALE e colab., 2020). O
acumulo dessas espécies leva a desregulacdo na producdo desses radicais e
consequentemente, ao ataque de lipidios, proteinas, enzimas e DNA da membrana,
causando estresse oxidativo e, por fim, morte celular. Além disso, espécies reativas sao
responsaveis por algumas patologias como disturbios neurodegenerativos, cancer, doenca
de Alzheimer, envelhecimento, doenca de Parkinson, diabetes mellitus, aterosclerose e
doencas inflamatérias(ISCHIROPOULOS e colab., 2005; SARKAR e colab., 2013;
RAJAMANIKYAM e colab., 2017; CHANDRA e colab., 2020; VITALE e colab., 2020).

Em uma reacdo de oxidacdo uma molécula antioxidante, uma molécula estavel,
transfere um elétron para um radical livre e finaliza a reacdo em cadeia antes que as
moléculas causem dano celular. O citosol e 0s componentes enzimaticos: catalase,
superéxido dismutase, GSH peroxidase, GSH redutase fazem parte dos mecanismos
antioxidantes celulares, enquanto que sistemas ndo enzimaticos tem se por: GSH, vitamina
A, vitamina C, vitamina E , varios quelantes de ferro, melatonina(ISCHIROPOULOS e colab.,
2005; SARKAR e colab., 2013; RAJAMANIKYAM e colab., 2017; CHANDRA e colab., 2020;
VITALE e colab., 2020).

Antioxidantes naturais, sdo vistos como agentes quimiopreventivos contra varios
tipos de cancer, diminuem o risco de doencas causadas por danos oxidativos, além disso,
podem possuir atividade antiinflamatoria, antitumoral, antimutagénica ou anticarcinogénica.
Metabolitos proveniente de fungos, sao fontes significativas na producdo desses compostos
e podem apresentar inumeras aplicacdes bioldgicas, dentre eles, estdoos compostos
fendlicos(ISCHIROPOULOS e colab., 2005; SARKAR e colab., 2013; RAJAMANIKYAM e
colab., 2017; CHANDRA e colab., 2020; VITALE e colab., 2020).

Os compostos fendlicos obtidos de fontes naturais sdo melhores fontes de

antioxidantes. A fermentagao microbiana tem potencial para a producgao de tais compostos e
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véarias cepas de fungos produzem acido galico, acido ferulico e &cido eldgico. Todos esses
acidos orgéanicos tém de dois a quatro grupos hidroxila reativos disponiveis, que podem ser
correlacionados com seu potencial antioxidante. Alguns compostos como zeaxantina e
astaxantina tém uma estrutura de cadeia longa contendo grupos hidroxila reativos. Essas
moléculas também foram produzidas e isoladas de varias fontes microbianas e radicais livres
eliminados, demonstrando, assim, efeito antioxidante significativo(ISCHIROPOULQOS e
colab., 2005; SARKAR e colab., 2013; RAJAMANIKYAM e colab., 2017; CHANDRA e colab.,
2020; VITALE e colab., 2020).

Desta forma, este trabalho visa realizar uma caracterizagdo quimica preliminar e
avaliar atividades antimicrobiana e antioxidantes do liofilizado obtido do meio intracelular e

extracelular do cultivo fangico.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
o Isolar e identificar fungos endofitos associados a espécie P. aduncum, realizar
uma caracteriza¢do quimica preliminar e avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana

do liofilizado obtido dos meios intra e extracelular

3.2.  Objetivo especifico

. Coletar e isolar fungos endofiticos associados a espécie P. aduncum;

o Identificar espécies de fungos endofiticos do P. aduncum e selecionar pelo menos um
fungo filamentoso para avaliagcéo dos testes biologicos;

o Avaliar a curva de crescimento do fungo PAC 119 em caldo sabouraud;

o Cultivar e obter material liofilizado proveniente dos meios intra e extracelular do
enddfito PAC 119 para avaliacdo em testes bioldgicos;

o Avaliar e comparar a capacidade antioxidante do liofilizado dos meios intra e
extracelular do fungo PAC 119 através dos ensaios de TEAC, DPPH e teor de polifendis;

o Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana do liofilizado dos meios intra e
extracelular do fungo PAC 119 frente as bactérias gram-positivas, gram-negativas por
microdiluicdo para identificacdo de CIM e CBM.

o Analisar a cinética do crescimento fungico e da atividade antioxidante.
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4. Material e Método

4.1. Material Vegetal

P. aduncum foi coletada no Municipio de Ananindeua (PA), em &guas lindas reserva
do Utinga (Latitude: 01° 21’ 59” S, Longitude: 48° 22' 20" W, Altitude de 17m e a area de
539,9 Km2). Esta espécie é conhecida na regido como pimenta-de-macaco. Exemplares de
P. aduncum estédo depositados no Herbario da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Belém, Pard), sob o registro 192687 (Figura 3). Para o isolamento dos fungos
endofiticos foi realizada uma coleta, de dois individuos da mesma espécie, do qual foram

utilizados fragmentos de folhas e do caule, sendo produzida a exsicata da planta.

Amazébnia Oriental
Herbario IAN - Belém-Para-Brasil
PIPERACEAE Registro: 192687

Piper aduncum L.

Nome vulgar: Pimenta longa

Brasil, Para, Ananindeua
Aguas lindas, Reserva do Utinga. Mata secundaria. Terra firme.
Solo argiloso.Instituto Tecnolégico da Vale 05-01.

Arbusto de 3 metros. Frutos marrom.
Cordeiro, M.R. 5037 23/03/16

Dupl: IAN
LT

IAN192687

Figura 6: Exsicata e descri¢cdo da espécie Piper aduncum, registrada no herbério da EMBRAPA.Fonte: Autor.
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4.2. Esterilizacdo do Material e Isolamento dos Endoéfitos
As folhas, os caules e as raizes da espécie vegetal foram cortadas em pedacos,

colocados em sacos de plastico individuais esterilizados, e armazenados durante 24 h a 5
°C. ApoOs a coleta, as amostras foram lavadas em agua corrente e detergente neutro para
retirar o excesso de epifiticos. Em seguida, o material foi imerso em alcool 70% por 1 minuto,
em hipoclorito 3% por 3 minutos e agua destilada por 2 minutos (Chapla et al., 1993).

Depois da desinfeccéo superficial, as extremidades dos tecidos foram desprezadas
e o0 material vegetal cortado em pequenos fragmentos (10 cm aproximadamente) e
inoculados em placas de Petri (5 fragmentos em cada placa) contendo meio Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) (ACUMEDIA) preparado no laboratério e autoclavado, acrescido de
cloranfenicol (100mg.L™Y) (BLAU FARMACEUTICA) para evitar o crescimento de bactérias
endofiticas. As placas foram incubadas e estufa (SOLIDSTEEL) a temperatura de 25°C por
7 a 14 dias, conforme observacédo macroscopica do crescimento dos fungos (Chapla et al.,
2013).

4.3. Purificacdo dos isolados
A purificacdo dos isolados foi feita por esgotamento em placas de Petri contendo o

meio de cultura ASD. Em seguida, as placas foram incubadas por 7 a 14 dias a 25°C, onde
a partir do crescimento de colbnias isoladas foram feitos repiques sucessivos com a
finalidade de purificar essas colonias, até que fosse possivel a identificacdo das

caracteristicas de cada fungo (Chapla et al., 2013).

Figura 7: Processo de isolamento e purificagdo das colbnias fungicas. Fonte: Autor
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4.4, Caracterizacdo Morfol6gica dos Isolados

A identificagdo dos fungos foi realizada através da andlise macroscoépica e
microscopica (micro cultivo) das caracteristicas dos fungos, sendo observadas cor, textura,
topografia, pigmento difuso, cor do verso e topografia das colonias, estruturas reprodutivas,
estruturas de resisténcia e morfologia das hifas (Chapla et al., 2013). A confirmacéo da
identidade das espécies fungicas foi realizada em parceria com a Micoteca da Universidade
Federal de Pernambuco em nome da Curadora Cristina Maria de Souza Motta, por taxonomia
e biologia molecular, através da amplificacdo e purificacdo de DNA (acido
desoxirribonucleico) em Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Técnica de microcultivo para analise microscopica de fungos filamentosos

Lamina Jntin de vidro

T~

Laminula * 4 indculos de fungo nas
laterais do cubo

Cubo de / Agua estéril sobre

agar ™ papel de filtro

Figura 8: Técnica de microcultivo de fungos filamentosos. Fonte: Autor

4.5. Conservacao dos Isolados

Os fungos endofiticos isolados de P. aduncum foram armazenados utilizando-se dois
métodos: tubo inclinado com meio de cultura submerso em 6leo mineral e pelo método de
Castellani (1939), no qual o fragmento da colénia com meio € colocado em agua estéril dentro
de frascos fechados. Os tubos e frascos com os isolados foram identificados e

armazenamento a temperatura ambiente.

4.6. Construcao da curva de crescimento do fungo selecionado
O fungo isolado PAC 119 foi escolhido para técnica com o intuito de analisar qual o

melhor dia de seu crescimento. Esta metodologia foi desenvolvida segundo TANIWAKI et al.
(2006), com modificacbes. Para determinar a cinética de crescimento dos fungos
filamentosos e o periodo aproximado de maior produgdo de metabdlitos de interesses, foi

construida uma curva de crescimento através da determinagcdo da massa seca. Foi
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preparado um in6culo fungico na concentracédo de 10® UFC/mI? cultivados em erlenmeyers
de 250 ml em meio caldo sabouraud, acrescido de cloranfenicol (250 mg/ml) e meio de
levedura 2%. O caldo de fermentacéo foi entdo deixado a temperatura ambiente em agitador
orbital SK - O (L) 180 e 330 — Pro a 120 rpm. No total foram colocados 5 erlenmeyers, sendo
analisados por 14 dias. Ao final de cada tempo de andlise, o micélio foi filtrado com papel de
filtro whatman n° 1, lavado com agua e seco em estufa a 60 °C até peso constante. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

4.7. Obtencéo do liofilizado obtido do meio extra e intracelular

O sobrenadante fungico foi obtido por metodologia semelhante a utilizada para a
construcéo da curva de crescimento, variando apenas quanto ao volume de meio de cultura
utilizado. Dessa forma, em um frasco com tampa de 2 L foram inoculados 100 ml de inéculo
fungico em 1 litro de meio de cultura (foram feitos frascos com meio maltose e meio
suplementado com os diferentes dias de cultivo), seguidos de incubacédo em estufa a 25°C
sob agitacdo em agitador orbital a 120 rpm. ApGs o periodo de incubacédo determinado, o
micélio (parte intracelular) foi separado do sobrenadante armazenado com PBS 1X para a
sonicacao no freezer (ELETROLUX) em tubo falcon 50ml acrescidos com solucédo de PBS
1x (salina tamponado com fosfato) (Taniwaki et al., 2006).

O sobrenadante fungico (parte extracelular) foi centrifugado (CENTRILAB) por 10
minutos a 3000rpm, seguido de filtracdo com filtro de seringa de 0,22mm (KASVI) e
armazenamento em tubos falcon de 50 ml que foram congelados em freezer para serem
liofilizados e posteriormente testados nas atividades enzimaticas e biologicas (Taniwaki et
al., 2006).

4.8. Determinacéo preliminar dos metabdlitos secundéarios presentes nos
liofilizados dos meios intra e extracelular.

4.8.1. Triagem Fitoquimica Preliminar para Identificacdo de metabdlitos
secundérios.



48.1.1. Alcaloides

Para esse teste foram dissolvidos 25mg das amostras intra e extracelular do
fungo PAC 119 em 5mL de solucao de HCI a 5%. Em seguidas foram separadas trés
porcdes de 1mL em tubos de ensaio com duas gotas dos respectivos reativos: reativo
de Bouchardat, reativo de Dragendorff e reativo de Mayer. O reativo de Bouchardat
indica positividade para alcaloides com a formagdo de precipitado laranja
avermelhado, em contrapartida o reativo de Dragendorff indica a presenca de
alcaloides com o aparecimento de coloracao vermelho tijolo e por ultimo o reativo de
Mayer indica reacao positiva com o surgimento de precipitado branco (COSTA, 2000).

4.8.1.2. Polissacarideos

As amostras intra e extracelular liofilizadas do fungo PAC 119 foram
dissolvidas (25mg) em 5mL de agua destilada, seguida de adicionar de duas gotas de
lugol. O resultadofoi considerado positivo com o aparecimento de coloracdo azul
(COSTA, 2000).

4.8.1.3. Fenobis e Taninos

Nesta técnica foram pesadas e dissolvidas 25 mg das amostras intra e
extracelular do fungo PAC 119 em 5mL de agua destilada, seguida da adi¢cdo de duas
gotas de solucédo alcoolica de FeCI3 a 1% (cloreto férrico). A reacédo foi considerada
positiva com qualquer mudanca na coloracdo ou formacao de precipitado quando
comparado com o teste em branco (dgua + Solucdo de FeCl3). Na interpretacdo dos
resultados, a coloracéo inicial entre o azul e o vermelho é indicativo da presenca de
fendis, a formacdo de precipitado escuro de tonalidade azul, indica presenca de

taninos hidrolisaveis e verde, presenca de taninos (COSTA, 2000).

48.1.4. Flavonoides

O ensaio inicia-se com a pesagem de 50mg das amostras intra e extracelular
do fungo PAC 119. Em seguida, essas amostras foram dissolvidas em 10 mL de
metanol, acrescidas de 5 gotas de HCI concentrado (acido cloridrico) e raspas de
magneésio. A reacdo foi considerada positiva com o surgimento de uma coloragéo
résea (COSTA, 2000)

39
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4.9. Atividades Bioldgicas

4.9.1. Atividade antioxidante

49.1.1. Avaliacado da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical ABTS™

O método de avaliacéo da atividade antioxidante foi baseado no sequestro do
radical livre ABTS™ (Re et al, 1999). Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada
na reacdo entre o ABTS (Sigma Aldrich A1888) com persulfato de potassio (K2S208;
Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o radical cation ABTS™, cromoéforo de
coloracéo verde/azul. A adicdo de antioxidantes a este radical cation pré-formado o
reduz novamente a ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante. Isto
pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca nha
absorbancia lida a 734nm durante cinco minutos (Re et al., 1999).

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2970 pL da solugcédo de trabalho
ABTS™ e 30 puL das amostras testadas em diferentes concentracfes (5mg, 10mg,
50mg e 100mg), seguido de agitador em aparelho vortex, vedacdo do sistema em
ambiente escuro por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés este periodo, realizou-
se a leitura da absorbancia da coloracéo da mistura resultante em espectrofotdbmetro
UV-Vis (SHIMATZU UV-160 1PC), no comprimento de onda de 734 nm (Re et al,
1999). Ao final, calculou-se o percentual de inibicdo do radical de acordo com a
equacao abaixo:

Inibicdo do ABTS™ (%) = [(Abs.cont. — Abs.amostra)/Abs.cont.] x 100

Onde:
Abs.cont: absorbancia do branco

Abs.amostra: absorbancia de cada amostra
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| Leitura em 734 nm

2970l de 30 uLde
radical amostra
ABTS+
Abts+
+ 2970 uL de radical
Persulfato de ABTS+
potéssio — .
30 uL de amostra
1° leitura 20 leitura
(TO) (T5)

Figura 9: Representacdo do metodoldgica da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical ABTS+. Fonte: Autor

4.9.1.2. Avaliacao da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical DPPH’

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita por Brand-
Williams et al. (1995), com algumas modificagdes. O radical livre DPPH- (2,2-difenil-
1- picrilhidrazil) € um composto estavel que apresenta coloracao violacea e que, na
presenca de compostos antioxidantes, sofre reducdo ao aceitar um elétron ou
hidrogénio destes compostos o que ocasiona diminuicdo da sua coloracdo. A
diminuicdo desta coloracdo € diretamente proporcional a concentracdo de
antioxidantes no meio e pode ser mensurada espectrofotometricamente.

Em um tubo de ensaio foram transferidos 3900 uL de solucdo de DPPHe+ (6 x 10-5
mol/L) e 100 yL das amostras testadas em diferentes concentracdes (5mg, 10mg,
50mg e 100mg), seguida de homogeneizacdo em vértex e repouso no escuro a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apés este periodo, realizou-se a leitura da
absorbancia da coloragdo da mistura resultante em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 515 nm. O percentual de inibicdo do radical foi calculado de

acordo com a equacao abaixo:

Inibigdo do DPPHe (%) = [(Abs.branco. — Abs.amostra) /Abs.branco] x 100

Onde:
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Abs.branco: absorbancia do branco

Abs.amostra: absorbancia de cada amostra

[ \ Leitura em 515nm

2900 uL
30 uL de

de
w:w amo‘stry
:> Agitacdo no votex
+
30 minutos no escuro :

2900 uL de radical DPPH- Leitura
+

30 pL de amostra

Figura 10: Representac@o metodoldgica da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPHe-. Fonte: Autor

4.9.1.3. Determinacao do teor de Polifendis totais

O teor de polifendis totais foi mensurado através do método de Folin-Ciocalteu
de acordo com metodologia descrita por Rebelo et al. (2008) com modificacbes. Em
um tubo de ensaio foram adicionados 20 yL de cada amostra (4 mg, 10mg, 20mg)
com 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteau e 580 L de agua destilada. Este sistema
permaneceu em repouso por 8 minutos em temperatura ambiente. ApGs esse periodo,
foram adicionados 300ul de carbonato de sédio a 20% e 1000ul de agua destilada,
seguidos de agitacdo do sistema em vértex e incubacdo no escuro a temperatura
ambiente por 2 horas. Depois disso, as absorbancias foram determinadas em

espectrofotdmetro (comprimento de onda 760 nm).

49.1.4. Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada através método de
microdiluicdo, utilizando as amostras liofilizadas nas concentracdes de 4, 10 e 20

mg/mL
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49.1.5. Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-Hinton (MERCK,
Alemanha), agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar cetrimide (HIMEDIA,
india), agar manitol (HIMEDIA, india), agar macconkey (HIMEDIA, india), agar
sabouraud dextrose (HIMEDIA, Alemanha), caldo sabouraud dextrose (MERCK,
Alemanha) e agar sangue (HIMEDIA, india). Esses meios foram preparados a partir
de uma base desidratada disponivel comercialmente e conforme as instru¢ées do

fabricante.

4.9.1.6. Micro-organismos utilizados e manutencao das cepas

Para a atividade antibacteriana foram usadas cepas de referéncia American
Type Culture Collection (ATCC), bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853) e para a atividade antifungica
a levedura (Candida albicans ATCC 10231) obtidas a partir da colecédo do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz
(INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro). As cepas de bactérias foram mantidas em agar
nutriente e a cepa fungica, em agar sabouraud a temperatura ambiente, no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do
Para.

Todas as bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri contendo
meio ndo seletivo (dgar Mueller-Hinton), assim como em meio seletivo para cada uma
delas, como forma de garantir a identificacdo das espécies. O E. faecalis foi semeado
em agar sangue; S. aureus em agar Manitol, E. coli em agar macconkey e P.
aeruginosa em agar cetrimide. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas em estufa para verificagcdo do crescimento e posterior preparacao dos

inéculos.
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49.1.7. Preparacdo do in6culo bacteriano

A obtenc¢éo dos in6culos seguiu a norma M7-A9 vol. 32 n° 2 da “Metodologia
dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de
crescimento Aerébico” (2012). ApGs o periodo de incubacéo, 3 a 4 colbnias dessas
bactérias foram selecionadas e transferidas para tubo estéril contendo 1 ml de meio
caldo Mueller-Hinton. Quando necessaério, realizou-se ajustes para o alcance da
concentracédo desejada de aproximadamente 1x108 UFC/ml, sendo compativel com
a escala 0,5 de Mc Farland. Em seguida, realizou-se a incubacao dos tubos, cada um
contendo a concentragdo do indculo 1x108 UFC/mI* por 1 hora para alcancar o
crescimento exponencial das bactérias. Apos esse tempo, diluicbes seriadas foram

realizadas até a obtengéo do indculo 1x10% UFC/ml (figura 11).

ol

/ 7
Il ' Py
Apds 24
horas
' Em estufaa
Mueller Hinton Agar Plate 36°C
| Tubo contendo a bactéria | Semeio | Crescimento
v &
‘ Incubar por 1
a o 3 ’ e horaem
g / q estufa
= | 3
Bacteria Suspensdo de 108 UFC/ml ELISA

Figura 12: Preparacéo do inoculo bacteriano. Fonte: Autor

4.9.1.8. Técnica de microdiluicdo

Na placa de microdiluicdo de 96 pocgos foram distribuidos 100 ul do in6culo
(1x10%® UFC/ml) em todos os pogos inclusive nos controles: positivo, negativo e

in6culo. Em seguida, acrescentou-se aos pog¢os 100 pl das amostras liofilizadas nas
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concentragbes previamente estabelecidas. Os pocos de controle positivo receberam
100 pl do antimicrobiano cloranfenicol (250 pg/ml, bactéria Gram positiva) ou 100l
de penicilina-estreptolisina (10000unit/10mg, bactéria Gram negativa); o controle
negativo recebeu 100ul do solvente DMSO (10%) utilizado para solubilizar a solugéao
padrédo e o poc¢o do inéculo recebeu 100 pl do meio 4gar Mueller Hinton, totalizando
200ul em cada pocgo. As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas
(figura 12). O teste foi realizado em triplicata (CLSI M7-A9, 2012).

4.9.1.9. Concentragéo inibitéria minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é a menor concentragdo de um

agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um micro-organismo em
testes de sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo (CLSI M7-A9, 2012).
. Para a obtencéo de CIM deve ser utilizado o parametro da mudanca de coloracao
obtida no teste colorimétrico utilizando a resazurina. Sendo assim, fica estabelecido
gue o valor da CIM é definido como a menor concentracdo encontrada que impediu a
mudanca de cor, total ou parcial do meio na microplaca analisada. Para isso, ap0s o
término do tempo de incubacéo, foram acrescentados 15uL de resazurina a 0,01% em
cada poco utilizado na microplaca, sendo necessario um periodo de 3 horas de
incubacédo, para entédo se realizar a leitura da CIM (CLSI M7-A9, 2012).

A resazurina € um corante de coloracao azul, utilizado como indicador por
sofrer reacdo de oOxido-reducdo passando de resazurina a resofurina, indicando a
presenca de células viaveis através da mudanca de cor (CLSI M7-A9, 2012). Em
seguida, foi realizada a leitura visual para identificacdo da CIM, considerando-se a

manutencdo da coloracdo azul como auséncia de crescimento (CLSI M7-A9, 2012).

4.9.1.10. Determinacao da concentracao bactericida minima (CBM)

Para a obtencao do CBM, 10uL de cada poco da placa de microdiluicdo foram
semeados em placas de Petri contendo agar Miller Hinton (AMH), em seguida as

placas foram incubadas por 24 horas a 37°C para posterior leitura das Unidades



46

Formadoras de col6nias (UFC), na qual a CBM foi considerada a menor concentragcédo
do composto que resulta em auséncia de crescimento ou 0 aparecimento de menos

de trés colbnias, eliminando 99,9% dos micro-organismos (QUADROS et al, 2011).

Diluigdes seriadas do inoculo e Microdiluigao
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

Figura 13:Esquema metodologico da Microdiluicdo para identificacdo de CIM e CBM. Técnica
realizada conforme Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
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5. Resultados

5.1. Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos da planta P.
aducum

ApOs a esterilizacdo de caules e folhas da planta P. aduncum foram utilizadas
técnicas de microcultivo para a observacao de carateristicas morfologicas (macro e
microscopicas) para o isolamento dos endéfitos fungicos. Ao total foram obtidas 44
espécies de fungos, sendo 37 dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Epicoccum
sp., Fusarium sp. e Mucor sp., que foram separados por serem produtores de
micotoxinas e outros contaminantes, além de serem frequentemente descritos na
literatura. 7 espécies de fungos foram selecionadas e 4 passaram por identificacéo

morfoldgica e filogenética e os demais estdo em processo de identificagao.

A Figura 14 representa um fluxograma das espécies isoladas, caracterizadas

e identificadas da planta P. aduncum.

44 fungos isolados
(microcultivo)

37 separados
- Aspergillus sp.
- Epicoccum sp.

- Fusarium sp.
7 selecionados -Mucor sp.
101, 110, 115, 119, - Paecilomycessp.

121,123 e 134 .
- Penicilliumsp.

3 identificados
101, 121,123 e 119

Figura 14: Fluxograma das espécies de fungos isolados, selecionados e identificados da planta P. aduncum.
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A tabela a seguir mostra as identificagbes taxondmicas dos fungos
endofiticos. Dos quais, 7 fungos endofiticos foram selecionados e 4 foram
identificados através das caracteristicas filogenéticas por técnica de biologia

molecular.

Dos fungos identificados, este trabalho enfocou nas caracteristicas quimicas
e bioldgicas do PAC 119 (P. aduncum caule fungo 119) que é pertencente ao género
Cytospora sp. (sendo uma espécie nova que nao foi possivel identificar por RT-PCR,
necessitando de técnicas mais aprimoradas). Mediante ao fato, do género ter poucos
estudos sobre isolamento de componentes, no entanto os componentes identificados
até o momento, foram de grande importancia a industria farmacéutica, por este motivo
este fungo foi escolhido para este estudo. Outros fungos identificados, foram os
fungos PAF 121 (P. aduncum folha fungo 121) e os PAC 101 e 123 que sao espécies
pouco estudadas.

Tabela 3. Identificacdo taxondmica dos fungos endofiticos isolados da planta P. aduncum.

Fungo (PAC e PAF) Género (Taxonomia)

100,102, 103, 104, 106, 111, 113, 114, 118, 124, 125,

126, 127, 130, 131, 132, 136 Aspergillus sp.
129, 128, 141 Epicoccum sp.
105, 109, 120, 144 Fusarium sp.
111, 117, 122, Mucor sp.
107, 142 Paecilomyces sp.
108, 116, 137, 138, 139, 140, 143 Penicillium sp.
Caracteristicas de fungo
112 Dimorfico
Cytospora sp.
119 Espécie escolhida
121 Espécie pouco estudada
123 Fusarium lateritium nees

101, 110, 115e 134 Em processamento




49

5.2. Curvade Crescimento do fungo endofitico PAC 119.
Para avaliar o crescimento do fungo PAC 119, inicialmente foi realizada uma

curva de crescimento para determinar o melhor periodo para a realizacdo das
atividades biolégicas. O fungo escolhido foi cultivado em Caldo Sabouraud por 14 dias
e durante esse periodo foram coletadas as massas miceliais e o pH do meio.

Seguindo a figura abaixo, os dois primeiros dias ndo houve crescimento fungico
correspondendo ao periodo adaptativo do fungo ao meio de cultura, e a partir do 3°
dia, inicia-se a fase Lag ou exponencial(A) onde ocorre uma acelerada diviséo celular,
crescimento exponencial, fase de grande atividade metabdlica e produtora de
compostos de interesse.

O 7° dia mostrou ser o melhor dia de crescimento do fungo PAC 119 (Figura
15), obtendo massa de 8,89g, como mostrado na tabela. A partir disso, se da a fase
de estabilidade e desaceleragédo do crescimento do fungo (B), onde ocorre baixa
divisdo celular e inicio da fase de declinio (Figura 15). O pH normal do meio foi
avaliado durante todos os dias de cultivo, sendo que no periodo inicial se manteve em
5,55, e no 5° ao 7° dia, o valor de pH foi de 6,40 e 6,33, respectivamente, retornando

a um pH proximo ao inicial na fase de declinio do crescimento.

Curva de Crescimento - PAC 119

(B)

(A)

Peso (g)

0 T T T T 1

3 5 7 10 14
Dia de cultivo
Figura 15. Curva de crescimento do Fungo PAC 119 em até 14 dias, apresentando a massa de peso

seco (mg) a cada dia de cultivo do fungo. A) Lag — acelerada divisao celular, crescimento exponencial
e grande producao de metabdlitos de interesse. B) fase de declinio.
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Tabela 4. Curva de crescimento do Fungo PAC 119 em até 14 dias, apresentando a massa de peso
seco (g) a cada dia de cultivo do fungo.

CURVA CALDO SABOURAUD - (14 DIAS)

PONTO DA DIADA COLETA  MASSA (g) pH
CURVA DO MATERIAL

1° PONTO 1° DIA SEM 5,55
CRESCIMENTO

2° PONTO 2° DIA SEM 5,55
CRESCIMENTO

3° PONTO 3°DIA 2,889 5,55

4° PONTO 5° DIA 5,889 6,40

6° PONTO 7° DIA 8,899 6,33

7° PONTO 10° DIA 7,90 g 5,6

8° PONTO 14 ° DIA 6,859 5,85

5.3. Obtencé&o do Material contido no meio intra e extracelular

A partir da analise da curva de crescimento do fungo e da cinética de

crescimento, manteve-se a coleta das amostras nos seguintes dias de cultivo: 3°, 5°,

7°, 10° e 14° DIA. Em seguida, o sobrenadante do cultivo fungico e o micélio foram

coletados e separados por centrifugacédo, e os materiais obtidos foram liofilizados e

denominados meios extracelular e intracelular, respectivamente, a usados ha

caracterizacao quimica e ensaios bioldgicos, descritos abaixo.
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5.4.1. Triagem Fitoquimica do material intra e extracelular preliminar para
identificacdo dos metabolitos secundérios.

Os resultados das andlises fitoquimicas mostraram que nas amostras do meio

intracelular ndo foi possivel identificar a presenca dos metabdlitos avaliados através

dos métodos usando os reagentes de Bouchard, Dragendorff e Mayer. Em

contrapartida, nas amostras extracelulares, os resultados foram positivos para

alcaloides testadas frente aos reagentes de Bouchard, Dragendorff e Mayer, como

representado nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Triagem preliminar para identificacdo dos metabolitos secundarios intracelular

ALCALOIDES ) FENOIS )
AMOSTRA POLISSACARIDEOS E FLAVONOIDES
Bouchardat | Dragendorf | Mayer TANINOS
30 - - - - - -
50 - - - - - -
7° - - - - - -
10° - - - - - -
14° - - - - - -

- = resultado negativo; + = resultado positivo

Tabela 6. Triagem preliminar para identificacdo dos metabolitos secundarios extracelular

) FENOIS
ALCALOIDES ) )
AMOSTRA POLISSACARIDEOS E FLAVONOIDES
Bouchardat Mayer Dragendorff TANINOS
30 + + + - - -
50 + + + - - -
7° + + + - - -
10° + + + - - -
140 + + + - - -

- = resultado negativo; + = resultado positivo
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Figura 16. Formacao de precipitado pelos reagentes de Bouchardt, mayer e Dragendorff. Fonte:
Autor.

5.5. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realiza com os meios intra e extracelular para
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 23235, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Enterococcus faecalis ATCC 51575) e Gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619, Salmonella
typhi ATCC 10749, Protheus mirabilis ATCC 25933). As tabelas abaixo mostram o
CIM e o CBM das concentracgfes testadas (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/ml). Na
figura 17, a cor rosa na placa de microdiluicdo indica presenca de células viaveis ou
crescimento bacteriano (negativo), enquanto a cor azul auséncia de células viaveis ou
auséncia de crescimento bacteriano (positivo), como descrito na metodologia. O
controle positivo (cloranfenicol) inibiu o crescimento do inéculo bacteriano e o controle

negativo (DMSO) néo interferiu no crescimento do mesmo.

Para o meio intracelular, todas as concentracdes testadas frente as bactérias
gram-positivas e gram-negativas ndo apresentaram atividade antimicrobiana (Figura
17). No entanto, o meio extracelular, as amostras coletadas nos 7° e 10° dias de cultivo
apresentaram excelente atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Para o 7° dia, o CIM obtido para as bactérias S. aureus, S.
epidermidis e S. typhi foi de 0,125 mg/ml (Figura 18), enquanto para as bactérias P.

aeruginosa e P. mirabilis o CIM foi de 0,25 mg/ml (Figura 19) e para E. coli e E. faecalis
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foi de 0,50 mg/ml (Figura 20). O CBM para todas as bactérias testadas ficou acima de
1 mg/ml. Em relagdo ao 10° dia de cultivo, 0 meio extracelular mostrou acao
antimicrobiana frente as bactérias S. typhi, E. epidermidis e S. aureus apresentando
o CIM de 0,50 mg/ml (Figura 21) e o CBM acima de 1 mg/ml.

Tabela 7. Resultado da microdiluicdo do meio intracelular do fungo PAC 119

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CEPAS ATCC CIM E CBM mg. mL*
PAC 119 — INTRACELULAR (mg/mL)
CEPAS 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias l4dias
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

S. aureus >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

S. >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
epidermidis

E. faecalis >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

E. coli >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

P. >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
aeruginosa

S. tiphy >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

P. mirabilis >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

Figura 17. Resultado negativo da microdiluicdo intracelular do PAC 119. Os pogos em rosa indicam a
presenca de células viaveis e 0s po¢os em azul sdo o controle positivo (cloranfenicol).
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Tabela 8. Resultado da microdiluigdo do meio extracelular do fungo PAC 119

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CEPAS ATCC CIM E CBM MG. ML*
PAC 119
CEPAS 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias 1l4dias
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus >1 >1 >]1 >1 0,125 >1 0,5 >1 >1 >1
S. >1 >1 >1 >1 0,125 >1 0,5 >1 >1 >1
epidermidis
E. faecalis >1 >1 >1 >1 0,5 >1 >1 >1 >1 >1
E. coli >1 >1 >1 >1 0,5 >1 >1 >1 >1 >1
P. >1 >1 >1 >1 0,25 >1 >1 >1 >1 >1
aeruginosa
S. tiphy >1 >1 >1 >1 0,125 >1 0,5 >1 >1 >1
P. mirabilis >1 >1 >1 >1 0,25 >1 >1 >1 >1 >1
1 |os5] [o025] [0125] [ 00625 | - +

Figura 18. Placa de microdiluicdo do meio extracelular (7° dia de cultivo) PAC 119 frente as bactérias
S. aureus, S. Epidermidis e S. Typhi (CIM 0,125mg/ml).
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Figura 19. Placa de microdiluicdo do meio extracelular (7° dia de cultivo) PAC 119 frente as bactérias
P. aeruginosa e P. mirabilis (CIM 0,25mg/ml)

Figura 20. Placa de microdiluicdo do meio extracelular (7° dia de cultivo) do PAC 119 frente as
bactérias E. coli e E. Faecalis (CIM 0,50mg/ml).

Figura 21: Placa de microdiluicdo do meio extracelular (10° dia de cultivo) do PAC 119 frente as
bactérias E. coli e E. Faecalis (CIM 0,50mg/ml).
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5.6. Atividade antioxidante

5.6.1. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método TEAC

A atividade antioxidante foi realizada com o material obtido dos meios intra e
extracelular do fungo Cytospora sp. e com o acido gélico (0,1; 0,05; 0,02; 0,01 e 0,005
mg/ml) como padrdo (Figura 22). Segundo os resultados, o0 meio intracelular na
concentragédo de 20mg/ml inibiu apenas 20% do radical Abts™ no 10° dia de cultivo do
fungo, diferentemente do meio extracelular que inibiu cerca de 80% do radical em seu
7° dia de cultivo, enquanto que o acido galico apresenta 98% de inibicdo na
concentragéo de 0,1 mg/mi(Tabela 9).

O meio intracelular revela uma atividade antioxidante desde o 3° dia de cultivo,
em que apresenta 20% de inibicdo do Abts™ e se mantém até o 10° dia, atingindo o
pico maximo de 30% de inibicdo. Em relacédo ao meio extracelular, a concentracéo de
20 mg/ml, no 3° dia apresenta uma inibicdo do radical em torno de 60%, seguido de
um aumento até o 5° dia, fase em que corresponde ao crescimento exponencial do
fungo segundo a curva de crescimento, e atinge o pico maximo de 80% de inibicdo do

radical no 7° dia de cultivo. Apos isso, ocorre o decrescimento dos indices de inibi¢cao
em ambos 0S meios.

Curva de Crescimento - PAC 119
Controle - TEAC - Acido Galico

150+ 405
-~ 0,005 mg/ml (B)
B - 001 mg/ml 8-
=
< 4004 —— 0.02 mg/ml (A)
= - 0.05 mg/ml o0 6+
';— —— 0.1 mg/ml %
) - 44
E 50 &
S
= 24
0,005 0,01 0,02 0,05 01 0 T T T T 1
3 5 7 10 14
Concentragao (mg/ml)
Dia de cultivo
A) TEAC-PAC 119 - INTRACELULAR B)TEAC-PAC 119- EXTRACELULAR
80+ 80+
- 4 mg/ml
-#- 4 mg/ml 10 mg/ml
60 10 mg/ml 60 -¥- 20 mg/ml
¥ 20 mg/ml

40 40+

20

% de Inibigio do Abts’
% de Inibigio do Abts’

)

3 5 7 10 14

5 7 10 14

w4

Dia de cultivo Dia de cultivo

Figura 22. Inibicdo do ABTS+ dos meios intra e extracelular, em conjunto, com a curva de
crescimento.



5.6.2. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do

radical DPPHe.
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A atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPHe também foi

realizada nos meios intra e extracelular do fungo e com o acido gélico (0,1; 0,05; 0,02;

0,01 e 0,005mg/ml) foi utilizado como padrao. Segundo os resultados obtidos, o acido

galico inibiu 100% do radical DPPHe(Tabela X), o meio intracelular inibiu

aproximadamente 10% do radical DPPH+ em seu 10° dia de cultivo, diferindo da curva

de crescimento onde que sinaliza o 7° dia (7% de inibicdo), como o pico do

crescimento fungico. Os resultados do meio extracelular obtidos mostram que o 10° e

14° dia obtiveram cerca de 10% de inibicdo do radical DPPHe, enquanto o 7° dia

apresentou inibicdo de 7% (figura 23).
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100+
. -~ 0.005 mg/ml
E 804 -& 001 mg/ml
(@) —4— 0,02 mg/ml
] 60 ¥~ 0,005 mg/ml
13 —— 0.1 mg/ml
] 40
E
e 20
0 T T T T T
0,005 0,01 0,02 0,05 0,1
Concentragao (mg/ml)
A) DPPH - PAC 119 - INTRACELULAR
20+
- 4mg/ml
15+ 10 mg/ml
¥ 20 mg/ml

% de Inibigio do DPPHe
5

| ==

3 5 7 10 14

Dia de cultivo

Peso (g)

% de Inibi¢do do DPPH*

Curva de Crescimento - PAC 119

10+
84
6
4
24
0 T T T T 1
3 5 7 10 14
Dia de cultivo
B) DPPH - PAC 119 - EXTRACELULAR
20+
154
10+
ye /—".'/
5+ <’././.
0 T T T T T
3 5 7 10 14

Dia de cultivo

4 mg/ml
10 mg/ml

20 mg/ml

Figura 23. Inibicdo do ABTS+ dos meios intra e extracelular, em conjunto, com a curva de crescimento.



Tabela 9. Atividade antioxidante ( TEAC e DPPH) do meio intracelular do PAC 119

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

AMOSTRAS mg/mL

INIBICAO DE ABTS* (%) (TEAC) DPPH
ACIDO GALICO
0,005 7,64%0,25 13,58+0,76
0,01 17,42+0,36 19,87+1,53
0,02 33,41+2,28 39,13+0,65
0,05 58,26+2,96 62,5%3,40
0,1 98,48+0,49 94,17+0,10
3D - -
4 9,18+2,65 2,28+0,68
10 10,02+2,98 3,81+0,30
20 19,12+0,77 3,96+0,21
5D - -
4 4,95+0,34 1,82+0,17
10 10,73£3,10 1,52+2,11
20 15,10+4,83 5,79+1,72
7D - -
4 11,72+1,60 2,59+0,35
10 15,24+2,78 4,26+0,30
20 20,99+3,19 7,08+2,10
10D - -
4 16,02+6,07 9,60+3,84
10 22,39+2,88 5,14+0,26
20 30,20+3,07 9,14+3,23
14D - -
4 19,37+1,65 5,41 + 0,07
10 18,12+1,54 6,3620,69
20 24,1845,37 8,11+2,56




Tabela 10. Atividade antioxidante ( TEAC e DPPH) do meio extracelular do PAC 119

CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

AMOSTRAS mg/mL

INIBICAO DE ABTS* (%) (TEAC) DPPH
ACIDO GALICO
0,005 7,6420,25 13,58+0,76
0,01 17,42+0,36 19,87+1,53
0,02 33,41+2,28 39,13+0,65
0,05 58,26+2,96 62,5%3,40
0,1 98,48+0,49 94,17+0,10
3D - -
4 12,65+0,85 2,89+0,38
10 37,30+0,98 4,87+0,52
20 66,45+0,58 3,81+0,21
5D - -
4 32,31+2,35 1,82+0,31
10 56,32+0,34 6,40%0,31
20 71,47+0,51 5,71+0,16
7D - -
4 37,37+0,68 2,28+0,38
10 58,01+0,55 6,87+0,69
20 76,2620,29 7,4620,03
10D - -
4 43,66+0,20 3,88+0,21
10 53,38+0,24 7,81%0,49
20 52,63+1,50 6,92+0,02
14D - -
4 22,24+8,84 5,64 + 0,31
10 18,12+2,98 6,40%0,66
20 24,1845,37 8,650,03
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5.6.3. Determinacédo do Teor de Polifendis.

O teor de polifendis foi determinado em mg e valores médios em relacao ao
acido galico (mg/ml). Em relacdo ao &cido gélico, o valor de compostos fendlicos
obtidos foi em torno de 1,5 mg na concentracao de 0,1 mg/ml. O meio intracelular ndo
apresentou variagao significativa, com todas as concentragdes testadas em torno de
0,2 mg. Em contrapartida, o meio extracelular apresentou valores crescentes de
compostos fendlicos, atingindo 0,6 mg em seu 14 dia de cultivo, seguindo de uma reta

crescente.
TEOR DE COMP. FENOLICOS - Acido Galico Curva de Crescimento - PAC 119
Bh
£ 2.0+ 10+
2] -~ (.005 mg/ml
lj - 0.01 mg/ml 8
5 1.5 =& 0,02 mg/ml
5 ¥ 0,05 mg/ml ’;D 6
,:_- 1.0 —— 0.1 mg/ml ‘é’
= S 4
o [a
o 0.54
jsa]
o 24
o
o] 0.0 r T T T T
f 0,005 0,01 0,02 0,05 0,1 0 r . . .

w -
3]
~
-
o
-
=
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) Dia de cultivo
A) TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS - PAC 119 - INTRACELULAR  B) TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS - PAC 119 - EXTRACELULAR

?DO.S- -& 4mg/ml . 0.8 - 4mg/ml
£ 10 mg/ml g’ 10 mg/ml
% 0.6 =
5 —¥ 20 mg/ml w 0.6 =¥~ 20 mg/ml
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Figura 24. Teor de compostos fendlicos presente nos meios intra e extracelular
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5.7. Cinética de Crescimento Fungico

A figura 25 abaixo ilustra a cinética de crescimento do fungo PAC119 em
funcdo do tempo, no periodo de 0 a 7 dias de cultivo em Caldo Sabouraud. Os dados
cinéticos mostram um crescimento exponencial do 1° ao 7° dia, sendo os dados
correlacionados por uma funcdo exponencial crescente de 12 ordem, com R? = 0,97.
Essa funcdo exponencial valida a hipétese de crescimento neste tempo, conforme
relatado em outros trabalhos (Figura 25).

No entanto, a figura 26 mostra o crescimento do fungo PAC 119 no periodo de
0 a 14 dias em Caldo Sabouraud. Observa-se nesse periodo, duas etapas distintas,
na primeira entre 0 e 7 dias, caracterizada por um crescimento exponencial de primeira
ordem, confirmando a fase Log e corroborando aos dados ilustrados na figura anterior
(Figura 25). No periodo de 7 a 14 dias, observa-se um decaimento exponencial na
cinética de crescimento fungico, descrita por uma funcéo exponencial decrescente de
12 ordem com R? = 1. Esta inibicdo do crescimento pode estar associada a alteracdo
do pH no meio ou ainda a producdo de metabolitos secundarios com potencial

inibitério, representando a fase de declinio do crescimento (FIGURA 26).

45 :
Q@ 1-7dias
|— Sabouraud: 20 g, /L
Icose
4,0 -
3,5 1
©
g 3,04
o
o
c
T 2,5
=
20 Model ExpGroL
Equation y=Al*exp(xtl) +y0
Plot 1-7 dias, Sabouraud
y0 116677
1,5 1 Al 0,12496
18 216711
Reduced Chi-Sqr 0,09349
R-Square(COD) 0,97005
Adj. R-Square 0,94009
1.0 j Q —r T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

T [dias]

Figura 25. Cinética de crescimento do fungo PAC119 em funcdo do tempo
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Model ExpDecl
9 | Equation y = Al*exp(-xitl) + y0
Plot 7-14 dias
Jy 3,33523
Al 8,7788
8 du 15,29442
Reduced Chi-Sqr 0
- R-Square(COD) 1
7 Adj. R-Square 0
(@)] 6 - ModeI‘ ] ExpGrol
Equation y=Al*exp(x/tl) +y0
|_|E Plot 1-7 dias
yo 1,82149
> 5 4 AL 0,00919
g tL 1,0533
- Reduced Chi-Sqr 0
2 R-Square(COD) 1
4 - Adj. R-Square 0
Q@ s7diss, ExpGrow1
* 7-14 dias, ExpDecl
Sabouraud: 20 ) /L
YGlicose
1 T T T T T T T T . T . . .
1 [dias]

Figura 26. Crescimento do fungo PAC 119 no periodo de 0 a 14 dias em Caldo Sabouraud.

As figuras abaixo ilustram a Figura 27 mostra que no meio intracelular, a
atividade antioxidante aumentou com o tempo de cultivo para todas as concentracoes
avaliadas, sendo que quanto maior a concentracdo de liofilizado, maior o potencial
antioxidante. As cinéticas dos potenciais antioxidantes para as concentracdes de 4,
10 e 20 mg/mL foram as seguintes equacdes: exponenciais crescentes de primeira
ordem, equacao linear e exponencial crescente de primeira ordem, respectivamente,
com coeficiente de regressdo R?=0,99.

Em relacdo ao meio extracelular, observa-se uma tendencia de crescimento
da atividade antioxidante no periodo de 0 a 10 dias para as concentracdes de 10 e 20
mg/mL, seguido de um decaimento entre o 10° e 14° dia. Entretanto, para a
concentracdo de 4 mg/mL, observa-se uma tendéncia de crescimento no periodo de
0 a 14 dias, alcancando valores semelhantes aos obtidos nas concentracdes 10 e 20

mg/ml. Nesse contexto, estes dados indicam a presenca, entretanto em baixas
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concentragbes, de componentes com agédo sequestradora de radicais livres tanto no

meio intra e extracelular (FIGURA 28).

12
Q CLiofiIizado:4mg/mL
‘ CLiofilizado:lo mg/mL
10 —
CLiofiIizado = 20 mg/mL
Intracelular
z% 8 4
2
2
£
- 6_
S,
I
o
o 4
()]
2 DPPH(1)=3.47*exp(0.06*7)-2.73,r°=0.996
DPPH(t)=2.74+0.25%,r°=0.994
DPPH()=-22.32*exp(-1/20.95)+23.12,r’=0.997
o+
2 4 6 8 10 12 14 16

T [dias]

Figura 27. Atividade antioxidante em relacdo ao tempo de cultivo para todas as concentracfes
avaliadas.
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Figura 28. Atividade antioxidante em relacdo ao tempo de cultivo para todas as concentracdes do meio
extracelular avaliadas.
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6. Discusséo
A P. aduncum foi escolhida para este estudo por ser popularmente utilizada

para o tratamento de diversas patologias, além de ser extremamente datada em
relacé@o a produgdo de metabolitos secundarios e atividades bioldgicas. Entretanto, as
informacgdes sobre os fungos endofiticos relacionados a esta espécie de planta ainda
sd0 escassos, na literatura, até o momento, foram isolados e identificados apenas o
fungo do género Xylaria sp. (Silva, 2010; Oliveira, 2010) e o fungo Aspergillus
versicolor (gubiani, 2016).

O fungo Xylaria sp. e outras cinco linhagens fungicas foram isoladas e
identificadas a partir das folhas de P. aduncum. A linhagem flngica codificada como
PA — 01 foi identificada como género Xylaria sp, apresentou atividade em seu meio
bruto AcOEt frente a linhagem mutante de Saccharomyces cerevisiae RS 321 e aos
fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum. Através da
identificag&o fitoquimica foram encontrados citocalasinas das 19,20-epoxicitocalasina
conhecidas D(2), C (3), N (4), Q (5) e (6) e uma citocalasina inédita (1) (Silva, 2010).
Em outro estudo, o fungo Xylaria sp. também foi isolado das folhas de P. aduncum e
a partir do meio bruto de AcOEt foram identificados a presenca de seis citocalasinas
e dois sesquiterpenos que apresentaram atividade antifangica e anticancerigena
(Silva, 2010a).

As espécies de Xylaria sdo endofitas, frequentemente encontradas em plantas
tropicais, decompositores de madeira, em associacdo com plantas, liguens e podem
ser encontrados associados a cupins. O perfil quimico das substancias presentes
nesse género, sao encontrados frequentemente: terpendides, citocalasinas,
alcalbides, policetideos, compostos aromaticos e compostos organicos volateis,
incluindo sesquiterpendides, ésteres e alcoois, esses metabdlitos séo relacionados a
atividades biolégicas como citotoxicas, antibacterianas, antimaldaricas e inibitérias da
a-glucosidase (liu,2011; Song, 2014; Gao, 2019)

Oliveira e Colaboradores (2016), isolaram o fungo Aspergillus versicolor a partir
das folhas de P. aduncum e do meio bruto de AcOEt identificaram de trés peptideos
derivados: ciclo- (triptofil-fenilalanil) (2), dicetopiperazina dimero WIN 64821 (3) e 3-
hidroxi-15H-triptofenalina (4), um derivado de adenina: 2-hidroxi-6-N-isopentenil-
adenina (5), um derivado ftalideo: 4-metoxiftalideo (1) e um acido benzdico derivado:
acido 3-hidroxi-4- (1-hidroxi-1,5-dimetil-hexil) benzéico (6).
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O Aspergillus € um amplo género dos fungos filamentosos, e o fungo mais
comum da terra, estima- se que existam mais de 250 espécies descritas. O A.
versicolor é a espécie do género mais dispersa no ambiente, podendo ser isolada a
partir de plantas, solo, algas, ambientes umidos, frios e até da poeira do ar. Essa
espécie também é descrita como a principal produtora de micotoxinas e potencial
causadora de problemas respiratorios em humanos (Dean, 2005; Bergen,
2007;Klinch, 2009; Ebada, 2018; Mohamed, 2019). Entretanto, o A. versicolor ¢é
relacionado a producdo de isocumarinas, sesquiterpendides, butirolactonas,
antraquinonas, polietideos, xantonas, ésteres de nitrobenzoilo, sesquiterpendides,
lipopeptideos e isocumarinas com bioatividades diversas como antiproliferativa,
antibacteriana e antifungica (lee, 2009; ebada, 2018; mohamed, 2020).

Em nossa pesquisa foram utilizados caules e folhas de P. aducum e partir deles
foram isoladas 44 espécies de fungos, sendo 37 dos géneros Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Epicoccum sp., Fusarium sp. e Mucor sp., uma espécie pouco
estudada identificada com Fusarium lateritium nees e quatro especeis ainda em
processo de identificacdo. Como descrito anteriormente, a planta P. aduncum ainda é
pouco explorada em relacéo a sua biologia endofitica, por este motivo, o estudo das
espécies fangicas encontradas durante a bioprospecc¢ao contribui grandemente para
0 conhecimento sobre a planta, que € popularmente e utilizada para o tratamento de
doencas, conhecida pela variedade de atividades biol6gicas de metabolitos extraidos

de folhas, caule, do seu 6leo essencial.

Dentre as espécies identificadas, o PAC 119 foi escolhido para este estudo pelo
seu ineditismo, posteriormente, foi identificado como sendo um fungo pertencente ao
género Cytospora sp. Esse género pertence a familia Cytosporaceae, séo
fitopatdgenos ou saprofitos, amplamente distribuidos pelo globo terrestre, comumente
encontrados em arvores lenhosas, como o eucalipto, e sdo associadas ao cancer e
morte dessas espécies. Os fungos desse género sao identificados morfologicamente
através dos conidiomas e/ou ascomas, nos picnidios/pertiécios, na forma de
organizacdo do loculo, nas dimensdes dos esporos e pelo arranjo dos tecidos
estomaticos e produzem uns micélios frutificados e assexuados, conidiéforos
filamentos e conidios alantoides hialinos (Adams, 2006; Tian, 2014; Wang, 2015;

Baumgartner, 2017).
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A curva de crescimento fangico foi realizada para entender o comportamento
fungico, utilizamos o caldo sabouraud como fonte de nutrientes e cultivamos o endofito
durante 14 dias. Durante os dois primeiros dias de cultivo, ndo foram observados
crescimento da massa micelial, o que indica a fase adaptativa do fungo ao meio de
cultivo. A partir do 3° dia (2,88g) temos a fase Lag, com o inicio e a aceleracdo da
divisdo celular até o pico de crescimento micelial no 7° dia (8,899g) de cultivo e a partir
disso, temos o inicio da fase de declinio, onde houve diminuicdo da aceleracédo da

diviséo celular e morte do fungo.

Nosso estudo testou 0s meios intra e extracelulares foram testados frente as
bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Enterococcus
faecalis e gram negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi, Protheus mirabilis. O meio intracelular ndo apresentou atividade frente a
nenhuma das cepas testadas e, em relacdo ao meio extracelular, somente o 7° e 0

10° dia apresentaram atividades antibacterianas.

Dentre as bactérias gram positivas, o E. faecalis se mostrou mais promissor em
relacéo as S. aureus e S. epidermidis. Em seu estudo, Singh et al. 2007, isolou duas
citosquirina (A-B) e cinco citosporonas (A-E) de um fungo do género Cytospora sp. A
Citosquirina A obteve uma excelente atividade frente a bactérias gram positivas e
frente a E. Coli., a Citosquirina B ndo apresentou atividade diante das cepas testadas,
em decorréncia de diferencas de estruturas quimicas que pode levar a dificuldade de
0 composto atravessar a membrana externa da bactéria. Em relacéo as citosporonas,
somente a D e a E, apresentaram atividade frente as bactérias gram-positivas. Li et
al. 2010, isolou trés citosporolidios A-C de um fungo do mesmo género, e testou frente
a bactérias gram-positivas e somente o Citosporolidio C, apresentou atividade
significativa quando comparado ao controle positivo utilizado. Esses dados
corroboram com os resultados encontrado pelo nosso grupo de pesquisa, entretanto,
€ necessario a elucidacéo de quais compostos estdo presentes no meio extracelular.
Em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, evidenciamos que o 0leo
essencial de Piper aduncum apresenta potencial bacteriano frente a bactérias gram-
positivas, segundo Brazao et al, 2014 que mostrar inibicdo de Staphylococcus aureus

e Staphylococcus epidermidis pelo 6leo essencial rico em dilapiol.

A atividade antioxidante, no método de sequestro do radical ABTS, nossos

resultados mostram no meio intracelular 20% (20mg/ml) de inibi¢ao do radical desde
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o 3° dia de cultivo até o 10° dia de cultivo, em contra partida, o meio extracelular em
seu 7° dia de cultivo fungico, apresentou 80% de inibicao do radical ABTS. O ensaio
€ baseado no sequestro do radical Abts, de coloracéo azul, e a atividade antioxidante
total € medida através da mudanca de coloragdo da solugéo contendo o radical ABTS.
A adicdo de antioxidantes ao cation radical pré-formado reduz o ABTS, em uma
extensdo e em uma escala de tempo dependendo da atividade antioxidante, da
concentracdo do antioxidante e da duracdo da reacdo e é utilizado tanto em
substancias hidrossoluveis, quanto lipossoluveis (Re,1999).

Em relacdo ao método do DPPH, o meio intracelular apresentou inibicao
somente de 10% do radical, ja no periodo desaceleracao da divisdo celular fungica,
igualmente ao meio extracelular que manteve os indices de 10% de inibicdo do radical
no 10° e no 14° dia de cultivo. O mecanismo dessa atividade é através da captura ou
0 sequestro de radicais livres presentes na amostra com base em dois mecanismos o
de transferéncia de elétrons (TE) e o outro na transferéncia de um atomo de hidrogénio
(TAH)( SUCUPIRA et al., 2014; OLIVEIRA, G. L.S., 2015). Segundo Liu et al. 2019,
em seu estudo isolou duas novas policetonas, rizofois A — B (1-2) que foram avaliados
guanto a sua atividade antioxidante. Apenas 0 composto 1 apresentou atividade
antioxidante pelo sequestro do radical dpph (IC50 =13.07 + 0.94 pM), quando
comparado ao padréo utilizado no teste(IC50 =25.53 £ 0.21), entretanto a metodologia

utilizada pelo autor, foi diferente da que nos utilizamos.

Quanto a avaliacdo de polifendis nos meios intra e extracelular, o meio
intracelular ndo apresentou variagcdo significativa, com todas as concentracdes
testadas em torno de 0,2 mg, em contrapartida, o meio extracelular apresentou valores
crescentes de compostos fendlicos, atingindo 0,6 mg em seu 14 dia de cultivo,

seguindo de uma reta crescente.

Os polifendis sdo metabalitos secundarios presente em plantas superiores, e
também produzidos por fungos endofiticos, como resultado do seu endofitismo. Esses
metabolitos sdo sequestradores de radicais livres que doam um elétron ou um atomo
de hidrogénio, inibindo a formacéo ou desativacédo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e fazendo com que a reacdo em cadeia de peroxidacao lipidica seja
interrompida ( MANACH et al., 2004; DAGLIA, 2012; DE OLIVEIRA, ADRIANA MARIA
FERNANDES et al., 2012; MARECEK et al., 2017.;ali,2020).
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Nas plantas, esses metabolitos atuam principalmente defesa contra
patdégenos, herbivoria e como resposta a varias condi¢gdes de estresse abidtico, como
chuva e radiacdo ultravioleta. Em humanos sdo associados a propriedades
antioxidantes, redutores de enzimas e eliminadoras de radicais livres e quelantes de
metais, além de interagir com vias de transducao de sinal e receptores celulares. Os
polifendis tem sido relacionados a prevencao de doengas cronicas, como doencas
cardiovasculares, cancer, osteoporose, diabetes mellitus e doencas
neurodegenerativas. Substancias antioxidantes podem inibir ou retardar o dano
oxidativo, causado por radicais livres, através da captura um radical livre e alterar o
mecanismo de oxidacdo que causa doencas degenerativas. (MANACH et al., 2004;
DAGLIA, 2012; DE OLIVEIRA, ADRIANA MARIA FERNANDES et al.,, 2012,
MARECEK et al., 2017).

Os polifendis estdo divididos em subclasses como flavonois, flavonas,
flavanonas, antocianidinas, flavonais, isoflavonas e também podem ser relacionados
a glicosideos, a varios acidos organicos ou como moléculas polimerizadas complexas
com alto peso molecular, como taninos(DAGLIA, 2012; OTHMAN e colab., 2019).
Dentre os polifenéis com maior atividade antimicrobiana estdo os derivados de
flavanos, flavonois e taninos, essas classes sao capazes de suprimir uma seérie de
fatores de viruléncia microbiana ( tais como inibicdo da formacéao de biofilme, reducéo
da adesado de ligantes do hospedeiro e neutralizacdo de toxinas bacterianas) e
mostram sinergismo com antibidticos. Essas propriedades antimicrobianas podem ser
explicadas pela formacdo de complexos entre esses metabolitos e proteinas
extracelulares e sollveis, e até a parede celular bacteriana, levando ao rompimento
celular se forem lipofilicos(DAGLIA, 2012; OTHMAN e colab., 2019).

Além desses, o fungo Cytospora Sp., também é relacionado a producao de
outros metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana.(DENG e colab., 2020),
isolou um sesquiterpeno e oito substancias xilariterpendide e exibiram uma modéstia
atividade frente a patégenos vegetais e humanos. TAKANO e colab., 2014, também
isolou uma citosporonas de um fungo do mesmo género, e apresentou atividade
antimicrobiana frente ao fungo Rafaellea quercivora. Em relacdo a compostos
antioxidantes, o fungo ainda € pouco relacionado ou testa do a este tipo de atividade.
Sabe-se que o dano oxidativo causado por esses metabolitos estdo associados a

diversas patologias como céancer, inflamagdo, envelhecimento e doencgas
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neurodegenerativas. Segundo LIU, Zhaoming e colab., 2019, foram isolados de
benzofenona, a partir do fungo Cytospora Rhizophorae, entretanto, somente o
composto 1(Rizofol A), apresentou atividade antioxidante.
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7. Concluséao
Diante do exposto, temos que:

o A curva de crescimento do fungo endofitico PAC 119 se mostrou de
grande importancia para mensurar o melhor dia de producdo de metabdlitos
secundarios; sendo o sétimo dia o melhor dia de producéo de metabdlitos.

o A descoberta de uma nova espécie de fungo, o Cytospora Sp.

. O meio extracelular mostrou excelente atividade antimicrobiana frente
ao E.faecalis.

. O meio extracelular mostrou excelente atividade antioxidante total,
através do mecanismo de sequestro de ABTS com até 80% de inibicdo do
radical;

o Os meios intra e extracelulares, apresentaram baixa quantidade de
polifendis o que pode ser correlacionado com o baixo percentual de inibicao
do DPPH

o Este estudo contribuiu para ampliar o conhecimento sobre a biologia
endofitica da planta P. aduncum, uma vez que varios fungos endofiticos foram
isolados, como Aspergillus sp., Penicillium sp., Epicoccum sp., Fusarium sp.,
Mucor sp., Fusarium lateritium nees.
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