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RESUMO

Os micro-organismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de um tecido
vegetal, intra ou extracelularmente sem causar-lhe nenhum prejuizo. Eles possuem
uma relacado de simbiose (relacdo interespecifica de forma mutuamente vantajosa)
com a planta e podem, por isto, sintetizar substancias com alto potencial
biotecnolégico. Neste trabalho, objetivou-se a avaliacdo da capacidade dos fungos
endofiticos isolados do mangue do litoral sul do estado de S&o Paulo, em
produzirem compostos com atividade biolégica: antimicrobiana, antiproliferativa,
antioxidante e leishmanicida. Os extratos brutos de doze fungos endofiticos foram
avaliados quanto a sua capacidade antimicrobiana contra uma bactéria Gram-
positiva, uma bactéria Gram-negativa e uma levedura patogénica pelo método de
microdiluicdo em placa. Trés dos doze fungos endofiticos testados, Diaporthe
phaseolorum 41.1(1), Diaporthe sp. 54(4) e Gibberella moniliformis 99(3),
destacaram-se neste teste (CIM de 62,500 a 125,000ug/mL) e posteriormente, foram
realizadas as demais avaliagbes de atividade bioldégica com eles. Verificou-se
atividade antioxidante pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) abaixo dos
valores encontrados para os padrdes butil hidroxi tolueno (BHT) (66,310% +0,019) e
acido ascorbico (96,047% +0,005) para os extratos dos fungos testados: D.
phaseolorum 41.1(1) (8,357% +0,005), Diaporthe sp. 54(4) (8,747% £0,018) e G.
moniliformis 99(3) (29,640% +0,011). Somente o extrato bruto do fungo Diaporthe
sp. 54(4) apresentou atividade antiproliferativa contra as linhagens de células
tumorais testadas. Foram necessarios 2,700ug/mL para inibir 50% do crescimento
de células de leucemia K562 e 7,200ug/mL para inibir a mesma porcentagem de
células tumorais de glioma K51, sendo considerado um extrato com atividade
moderada contra estas linhagens tumorais. O extrato do endoéfito D. phaseolorum
41.1(1) demonstrou melhor atividade leishmanicida, sendo que a concentracdo de
7,197ug/mL inibe o crescimento de cinquenta porcennto das formas promastigotas
de Leishmania amazonensis. Estes resultados destacam a importancia do estudo
destes micro-organismos do mangue, pois eles podem ser uma fonte de varias

substancias com atividade de interesse farmacolégico.



Palavras-chave: Diaporthe phaseolorum. Diaporthe sp. Gibberella moniliformis.
Mangue. Enddfitos. Compostos Bioativos. Ensaios Bioldgicos.



ABSTRACT

Endophytic microorganisms are those that inhabit the interior of plant tissues, intra-or
extracellularly without causing any damages. They have a symbiotic relation with the
plant and they can synthesize substances with high biotechnological potential. This
study aimed to review the capacity of mangrove endophytic fungi isolated from the
southern coast of Sdo Paulo state in producing compounds with biological activity:
antimicrobial, antiproliferative and antioxidant. Twelve endophytic fungi extracts were
screened for their antimicrobial properties against Gram-positive bacteria, a Gram-
negative bacteria and pathogenic yeast by microdilution plate method. Three of them,
Diaporthe phaseolorum 41.1 (1), Diaporthe sp. 54 (4) and Gibberella moniliformis 99
(3), stood out in this test (MIC 62.500 to 125.000pg/mL) and then were held other
biological activities assays with them. The scavenging capacity (average sequestrant
capacity + standard deviation), at 90 ppm was measured by DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrilidrazyl) method and it was found values found for BHT (butil hydroxi toluen)
patterns (66.310% + 0.019) and ascorbic acid (96.047% + 0.005) and for the extracts
of fungi tested which were below than the patterns: D. phaseolorum 41.1(1)
(8.357%= 0.005), Diaporthe sp. 54(4) (8.747%z= 0.018) and G.moniliformis 99(3)
(29.640% <+ 0.011). Only the Diaporthe sp. 54(4) crude extract presented
antiproliferative activity against tumor cell lines tested wich 2.7ug/mL of the crude
extract were required for 50% growth inhibition of leukemia cells K562 and 7.2ug/mL
to inhibit the same percentage of K51 glioma tumor cells, this extract can be
considered moderately active against these tumor cell lines. The extract of the
endophytic D. phaseolorum 41.1 (1) showed better leishmanicidal activity, whereas
the concentration of 7.197ug/mL inhibits 50% of the growth of Leishmania
amazonensis promastigote forms.These results highlight the importance of these
mangrove microrganisms study and show that they can be a source of various

substances with pharmacological interest activity.

Keywords: Diaporthe phaseolorum. Diaporthe sp. Gibberella moniliformis.
Mangrove. Endophytes. Bioactive compounds. Biological Assays.
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1 INTRODUCAO

Biodiversidade € a variedade e a variabilidade existentes de formas de vida
no ecossistema em que elas vivem. Um destes ecossistemas € 0 mangue que
compreende uma area de transicdo entre o ambiente terrestre e marinho,
caracteristico de regifes tropicais e subtropicais. Estima-se que ha no mundo
aproximadamente 18,1 milhdes de hectares de manguezal (GOPAL; CHAUHAN,
2006) e o Brasil possui uma de suas maiores extensdes (SOUSA, 2006) que
compreende desde o Cabo Orange, no Amap4, até a foz do rio Ararangua, em Santa
Catarina. O litoral do estado de S&o Paulo contém aproximadamente 240km? desta
vegetacao.

O manguezal possui grande biodiversidade de espécies vegetais e de micro-
organismos que possuem varias caracteristicas adaptativas devido a alta salinidade,
ventos fortes, flutuacdo das marés, altas temperaturas, solo lodoso e com baixos
teores de oxigénio. Como principais representantes destas espécies vegetais no
litoral brasileiro sdo: Rhizophora mangle (mangue vermelho), Avicennia nitida
(mangue Siriba) e Laguncularia racemosa (mangue branco).

As espécies encontradas no manguezal tém um grande potencial
biotecnolégico e sdo fontes para novos compostos que podem ter diversas
aplicacbes na industria farmacéutica com propriedade leishmanicida, anti-
inflamatdria, analgésica, diurética, cicatrizante, antibiotica, antifingica, antitumoral,
entre outras (STROBEL e DAISY, 2003). Ha relatos da utilizagdo da muda de
Rhizophora na producdo de combustiveis, taninos e corantes e sua ingestdo na
forma de bebida esta relacionada a efeitos afrodisiacos, além de ser usada como
inseticida e pesticida (BANDARANAYAKE, 2002).

Muitos micro-organismos ja foram isolados do mangue (SAHOO; DHAL,
2009) e os seus fungos representam um grande grupo ecoldgico dos fungos
marinhos e podem produzir substancias quimicas com novas func¢des e estruturas
(CHEN et al.,, 2011, SEBASTIANES, 2010). Neste grupo encontram-se os fungos
endofiticos que habitam o interior dos tecidos destas plantas sem apresentar efeitos
patogénicos. Devido a simbiose existente entre fungo endofitico-planta hospedeira,

varias substancias podem ser sintetizadas pelos enddéfitos para promoverem o
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crescimento e a protecdo do vegetal contra o ataque de fitopatégenos (AZEVEDO et
al., 2000).

Ha varios relatos de compostos produzidos pelos fungos endofiticos do
mangue com valor biotecnolégico como enzimas, antimicrobianos, antioxidantes e
outros principios ativos com propriedades farmacolégicas. Elavarasi, Rathna e
Kalaiselvam (2012) relatou o isolamento de um fungo do mangue chinés que é
produtor da substancia taxol (conhecidamente como potente agente antitumoral).
Esta mesma substéancia, atualmente € obtida a partir da fermentacdo do fungo
endofitico Taxomyces andreanae, isolado da planta Taxus brevifolia.

Os produtos naturais sdo uma grande fonte de pesquisa na obtencdo de
novos compostos bioativos para o tratamento de diversas doencas, entre eles os
metabdlitos secundarios de micro-organismos. Segundo Schulz et al. (2002), seis
dos vinte medicamentos mais prescritos sdo de origem flngica, reforcando a
importancia de se estudar os metabdlitos por eles produzidos.

A busca por novos compostos antimicrobianos (em razdo a crescente
resisténcia aos farmacos existentes), agentes quimioterapicos (para diminuir efeitos
adversos), antioxidantes e leishmanicida tem gerado grande investimento nas
pesquisas atuais. Portanto, como fonte promissora para estas novas moléculas,
devem ser considerados os fungos endofiticos do mangue.

Visando a necessidade de busca por hovos compostos bioativos mais efetivos
e menos téxicos ha, nesta pesquisa, como objetivo, a investigacdo mais
aprofundada in vitro sobre capacidade dos fungos endofiticos isolados do mangue
em produzir metabdlitos secundarios que possuam interesse biotecnolégico como

atividade antimicrobiana, antioxidante e antiproliferativa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Analise do FDA (Food and Drug Administration) realizada entre 1981 e 2002,
sobre novos medicamentos aprovados, reforca a idéia de que os produtos naturais
ainda constituem a estratégia de maior sucesso para a descoberta de novos
farmacos. Eles continuam a desempenhar papel central pelas induastrias
farmacéuticas, mesmo diante da busca por outras estratégias (robdtica,
bioinformatica, quimica combinatoria), para descobertas de novas moléculas e
farmacos inéditos (McCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

De acordo com Newman e Crag (2007), aproximadamente 63% e 75% dos
farmacos aprovados entre 1981 e 2006 para combate do cancer e doencas
infecciosas, respectivamente, foram oriundos de produtos naturais ou derivados
deles. Cerca da metade de todos os farmacos utilizados s&o de origem natural e
tendem a oferecer alta poténcia e seletividade, como resultado da propria evolugéo
das plantas (PATERSON; ANDERSON, 2005). Associando este cenario ao sucesso
dos avancos técnicos em métodos e técnicas analiticas, tais como cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, técnicas avancadas em biologia
molecular e robotica, McChesney, Venkataraman e Henri (2007) relataram que com
estas e outras ferramentas, torna-se possivel remover grande parte das dificuldades
encontradas com essas fontes de estudo.

Segundo Singh e Barret (2006), ha duas fontes de antibibticos: produtos
naturais e compostos sintéticos. Antibiéticos provenientes de fontes naturais variam
de pequenas a grandes moléculas, geralmente possuem estruturas complexas com
grupos funcionais bem destacados, possibilitam o maximo de interacdes
moleculares com o alvo e muitas vezes atuam somente nos patégenos e ndo no
hospedeiro. Estas estruturas tendem a ser mais complexas e apresentarem mais
centros de assimetria, de forma que, dificilmente serdo produzidas comercialmente
por sintese quimica (DEMAIN, 2000). Por outro lado, antibioticos de origem sintética
tém desempenhado um papel menor como fontes de protétipos, podendo-se citar as
sulfonamidas, as quinolonas e oxazolidinonas. Como exemplos de antibioticos
derivados de produtos naturais podem-se citar os B-lactamicos, glicopeptideos e
daptomicina (SINGH; BARRET, 2006).
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A abundancia dos compostos naturais ainda ndo descobertos, devido a vasta
biodiversidade disponivel, provavelmente dara condi¢cbes a descoberta de farmacos
no futuro, bem como possibilitara novas aplicacdes na agricultura (DEMAIN, 2000).

De acordo com a afirmacédo de pesquisadores, estima-se que cada espécie
vegetal possua um ou Vvarios microrganismos endofiticos ainda ndo descobertos ou
descritos (NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002) e considerando a grande
biodiversidade da flora brasileira, ha uma grande fonte destes ainda inexplorados.
Assim, tendem a apresentar diversidades genéticas capazes de expressar
compostos estruturalmente distintos e de bioatividades pouco conhecidas, gerando
um potencial de aplicagdo para a producdo em escala de compostos de alto valor
agregado e um novo campo de estudo, no que se referem as aplicacdes desses
metabolitos (NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004).

2.1 O MANGUEZAL

Segundo Schulz et al. (2002) para a otimizacdo da busca por micro-
organismos produtores de metabdlitos secundarios alguns fatores devem ser
considerados: os metabdlitos secundarios produzidos podem estar relacionados a
seu respectivo nicho ecoldgico e as interacfes metabdlicas podem aumentar a
sintese destas substancias.

Strobel e Daisy (2003) também fizeram hipdteses para guiar a escolha
racional das plantas a serem utilizadas para o isolamento de endéfitos. Para ele,
vegetais provenientes de um bioma uUnico, especialmente aqueles incomuns e que
requerem estratégias de sobrevivéncia devem ser seriamente considerados; a
etnobotanica também é uma forma de escolher as espécies. Vegetais que sao
endémicos estdo mais propensos a possuirem micro-organismos desse tipo que
outras plantas e finalmente, plantas que crescem em areas de grande biodiversidade
tem a perspectiva de alocar grande diversidade de endofitos.

As areas do mundo que possuem uma grande biodiversidade vegetal estao
localizadas nas regides de clima tropical e temperado (STROBEL; DAISY, 2003).
Entre elas estd o manguezal que é considerado um ecossistema de area Umida de

transicdo entre o ambiente terrestre e marinho. Este ecossistema € um ambiente



19

anico cujos vegetais estdo adaptados as condi¢bes de salinidade, inundacdo com
mares, ventos fortes, altas temperaturas, lodo e solo anaerébico exigindo das
espécies adaptacao morfoldgica, fisioldgica, bioldgica e ecoldgica para sobreviverem
(SEBASTIANES, 2013; SAHOO; DHAL, 2009; SCHAEFFER-NOVELLI et
al.,2000).

Algumas espécies do mangue como o0 mangue branco (Laguncularia
racemosa) e o mangue vermelho (Rhizophora mangle) sintetizam substancias (sais,
acidos organicos, carboidratos, benzoquinonas, sesquiterpenos, triterpenos,
alcaloides, flavonoides, derivados sulfurosos e taninos) utilizados na area médica,
agrondmica e cosmética (SEBASTIANES, 2010).

Do manguezal brasileiro, no litoral do estado de S&ao Paulo, foram isolados
cerca de 4300 fungos endofiticos e 344 foram identificados por Sebastianes (2013).
Destes foram observados 35 géneros diferentes sendo que os mais frequentes séo
Diaphorte, Colletotrichum, Fusarium, Trichoderma e Xylaria. E uma substancia
antibiética produzida pelo fungo Diaphorte phaseolorum foi identificada, como acido

3-hidroxipropionico sendo o primeiro relato dela como antimicrobiano.

2.2 MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS

Os micro-organismos endofiticos foram descobertos ha mais de cem anos e
de acordo com a etimologia, o termo enddfito deriva do Grego, ‘éndon’ que significa
dentro e ‘phytén’, planta (JALGAONWALA et al., 2011). Este leva a uma definicédo
abrangente e amplamente aceita feita por Bacon, White e Stone (2000): “s&do micro-
organismos que habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar quaisquer
efeitos negativos evidentes”. Outra interpretagdo ja bastante especifica foi feita a
qual considera que todos 0s micro-organismos tendem a habitar, pelo menos em um
periodo do seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, sendo desta forma,
considerado endofito (KUMARESAN e SURYANARAYANAN, 2001; AZEVEDO et
al., 2000).

A relacéo estabelecida entre hospedeiro e planta € denominada mutualistica
ou simbidtica (SEBASTIANES et al., 2012; NETO; AZEVEDO, 2004; STROBEL,;
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DAISY, 2003; AZEVEDO, 2000), em que o0 micro-organismo recebe de seu
hospedeiro, protecdo e nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia, e,
concomitantemente, produz compostos quimicos que, em condi¢cdes de estresse da
planta, aumentam sua capacidade competitiva e sua resisténcia (NETO; AZEVEDO,;
ARAUJO, 2002). Estes compostos quimicos sdo o0s metabolitos primarios e
secundarios, cuja bioatividade pode auxiliar o crescimento do hospedeiro pela
producao de fitoreguladores responsaveis pelo desenvolvimento do vegetal (NETO;
AZEVEDO; CAETANO, 2004), proteger as plantas contra ataque de fitopatdbgenos
(SEBASTIANES, 2013), contribuir para a adaptacdo do vegetal ao meio ambiente
(diminuir a herbivoria). Além disso, os endofitos se tornam potencialmente Gteis na
agricultura e na industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica por poderem
ser utilizados também para obtencdo de enzimas, vitaminas, pigmentos, toxinas,
agentes antitumorais, antimicoéticos, anticaries, dentre outros (STROBEL; DAISY,
2003).

Embora ainda ndo esteja esclarecida a relacdo endofito e hospedeiro
(PIMENTEL et al. 2010), é possivel sugerir que, em tempo evolutivo, ocorreu
recombinacdo genética entre eles, com captacdo de parte do DNA do hospedeiro
vegetal para o interior do genoma fangico (e vice-versa). Assim, é possivel
compreender a capacidade de metabolizacdo de algumas substéncias tipicamente
produzidas por cada um deles, sendo importante exemplificar a producdo de
paclitaxel (Taxol) pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae cujo hospedeiro é
Taxus brevifolia, planta de onde originalmente foi isolado o Taxol (BORGES et al.,
2009; STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993).

2.3 IMPORTANCIA DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Recentemente, inimeros trabalhos com micro-organismos endofiticos foram
publicados (SEBASTIANES et al, 2013; SEBASTIANES et al, 2012; SINGH et al.,
2011; CARVALHO et al.; 2012; PANDI; MANIKANDAN; MUTHUMARY, 2010;
FERNANDES et al., 2009), evidenciando a importancia de se estuda-los. Entretanto,
se for considerando que em cada uma das 300 mil espécies vegetais existentes no

mundo possa existir pelo menos um endofito (AZEVEDO et al., 2000) e que somente
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algumas foram estudadas, a possibilidade da descoberta de novos compostos
bioativos e novas moléculas tornam-se enormes, existindo ainda inumeras fontes em
potencial a serem exploradas (SURYANARAYANAN et al.,, 2009), com destaque
para fungos e bactérias, que Sdo 0S micro-organismos mais comumente isolados
como enddfitos (STROBEL; DAISY, 2003), existindo também relatos de protozoarios
e nematdédeos (GAMBOA; BAYMAN, 2001).

Em trabalho publicado por Hawksworth (2001), o autor estima que existam
cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos distribuidos na natureza. Destes,
somente 150.000 foram descritos em literatura e apenas 15.000 verificados quanto a
producdo de algum tipo de metabdlito secundario. Em artigo de revisdo, Strukel e
Radi’c (2012) apontam que ao longo de mais de 20 anos, os fungos endofiticos tém
sido explorados como fabricas de compostos bioativos com grande sucesso. Neste
contexto, hd uma grande probabilidade de existirem fungos endofiticos como fonte
rica de compostos bioativos com grande potencial medicinal e agricola ainda nao
relatados (SEBASTIANES et al., 2012; TAN; ZOU, 2001).

Desde que o primeiro fungo endofitico foi identificado, muita atencéo tem sido
dada a exploracdo de novas substancias que podem ser sintetizadas por eles. Esta
habilidade também se torna de extrema importancia por fornecer uma alternativa a
exploragéo vegetal de crescimento lento, ajudando a preservar a biodiversidade da
fauna, cada vez menor no mundo (CARVALHO et al., 2012) além de reduzir o valor
de mercado de tais substancias (SEBASTIANES et al., 2012; STROBEL; DAISY,
2003).

O produto natural paclitaxel (taxol) foi o precursor do reconhecimento dos
fungos endofiticos como uma importante fonte de producdo de substancias
bioativas, devido a descoberta do endofito Taxomyces andreanae em 1993, produtor
de tal composto. (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993). Nos anos subsequentes,
varios outros fungos endofiticos, isolados de uma vasta gama de espécies vegetais,
foram detectados como produtores de taxol, indicando que a produgédo deste
importante composto se tornou muito mais ampla em fungos do que é em plantas
(ALY et al., 2010).

Os endofitos podem produzir uma infinidade de compostos como 0s
alcaloides, quinolonas, flavonoides, acidos fendlicos, esteroides, terpenoides,
xantonas e outros (PIMENTEL et al.,, 2011; TAN; ZOU, 2001) que conferem

inimeras atividades biologicas tais como antitumoral, antidiabética, inseticida,
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imunossupressiva, antioxidante, antiparasitaria e antimicrobiana (PIMENTEL et al.,
2011; GUO et al.,, 2008; MAHESHWARI, 2006). Devido a producdo destas
substancias com grande potencial terapéutico, tem aumentado o interesse pelo
estudo e descoberta de novos fungos endofiticos (STRUKEL; RADI'C, 2012).

2.3.1 Fungos endofiticos do mangue

Situados na interface entre terra e mar, 0S manguezais sdo ambientes bem
adaptados as condi¢cBes de estresses naturais como temperatura, salinidade, anoxia
e radiacao ultravioleta. Devido a necessidade de adaptacdo para sobrevivéncia
neste ecossistema complexo, muitos micro-organismos, especialmente os fungos,
tornam-se uma rica fonte para descoberta de novas moléculas terapéuticas ativas
(SEBASTIANES, 2013) com as mais diversas atividades bioldgicas.

Em estudos, Huang et al. (2008) caracterizaram cinco compostos obtidos do
fungo endofitico ZSU-H76, isolado de uma arvore do mangue chinés E. agallocha.
Dentre estes compostos, dois apresentaram uma satisfatoria atividade antifungica
contra Candida albicans e Fusarium oxysporum, cujas concentracdes inibitorias
minimas (CIM) foram, respectivamente, 32 e 64 pg/mL.

Em 2011, Buong e colaboradores estudaram a atividade antimicrobiana de
extratos brutos de fungos endofiticos do mangue. Em triagem, os autores avaliaram
um total de 385 extratos provenientes de 150 fungos endofiticos isolados de folhas e
ramos de doze espécies de mangue. Os extratos mais ativos pertenceram a seis
géneros fangicos: Acremonium, Diaporthe, Hypoxylon, Pestalotiopsis, Phomopsis e
Xylaria. O isolado Phomopsis sp. MA194, proveniente de Rhizophora apiculata,
mostrou maior espectro antimicrobiano, com baixos valores de CIM de 8-32 pg/mL
contra bactérias Gram-positivas se a matriz (substrato da fermentacdo) nédo for

inerte.

2.3.2 Fungos endofiticos estudados
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O produto de fermentacdo dos isolados endofiticos Diaporthe sp., Gibberella
moniliformis e Diaporthe phaseolorum foram estudados no presente trabalho com o
propésito de avaliar a bioatividade de cada um dos extratos obtidos.

Na literatura consultada, encontram-se poucos relatos sobre os fungos
endofiticos mencionados, os quais sdo descritos também como fitopatégenos
causadores de podriddo em milho, soja e outras espécies de cultivo, tornando-se
preocupantes por serem possiveis contaminantes de alimentos e racoes,
impulsionando pesquisas como a realizada por Yamamura e Shim (2008). Estes
autores buscaram identificar o mecanismo de acéo pelo qual uma proteina expressa
por Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (teleomorfo Gibberella moniliformis
Wineland) € responsavel por ocasionar a podriddo do milho que culmina com
grandes perdas econémicas.

O género Diaporthe sp, possui potencial para o controle bioldgico (ASH et al.
2010), a promogao do crescimento e tem sido descrito como um produtor de
antibiotico (DETTRAKUL et al., 2003; BANDRE; SASEK, 1977), pois sua producao
de metabdlitos secundarios é grande (ELSAESSER et al., 2005; ISAKA et al., 2001).

Em estudos realizados por Sebastianes et al. (2012), foram isolados 4300
fungos endofiticos, dentre eles, 344 foram identificados, sendo os mais frequentes,
os fungos dos géneros Diaphorte, Colletotrichum, Fusarium, Trichoderma e Xylaria.
Neste mesmo estudo, foi isolado o &cido 3-hidroxipropiénico do fungo endofitico
Diaporthe phaseolorum obtido dos galhos de Laguncularia racemosa, coletada em
manguezais de Bertioga e Cananéia, estado de Sdo Paulo. O composto apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus e Salmonella typhi com CIM de 64 ng/mL
para ambas as linhagens (SEBASTIANES, 2013).

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS FUNGOS ENDOFITICOS

2.3.1 Atividade antimicrobiana

Antibiotico é definido como uma substancia de baixo peso molecular

produzido por micro-organimos que tem atividade em baixas concentragdes contra
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outros micro-organimos (STROBEL e DAISY, 2003). A resisténcia a antimicrobianos
tem sido um grande problema atual, devido isto é de grande importancia a pesquisa
de novos compostos com esta atividade. Os produtos naturais, entre eles o0s
metabdlitos de origem dos fungos endofiticos representam uma fonte promissora
destes (ARIVUDAINAMBI et al., 2011; BUATONG, J. et al., 2011).

Diversos fungos endofiticos foram identificados como produtores de
substancias antimicrobianas. Sebastianes et al. (2012) identificou o o acido 3-
hidroxipropioénico (3-APA) a partir do produto de fermentacdo do fungo endofitico
Diaporthe phaseolorum, isolado da espécie Laguncularia racemosa do mangue. Este
composto apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus e Salmonella typhi.

Em um estudo Buatong et al. (2011) isolou fungos endofiticos de folhas e
galhos de 12 espécies vegetais do mangue coletados do sul da Tailandia. Foram
testados 385 extratos brutos de 150 fungos endofiticos isolados. Dentre os isolados,
92 produziram compostos que tem atividade antimicrobiana, a maior parte contra S.
aureus (CIM/CBM 4-200/64-200 pg/ml). Apenas dois extratos inibiram P.
aeruginosa (CIM /CBM 200/>200 pg/ml) e nenhum dele inibiu E. coli.

Outro exemplo de fungos endofiticos com atividade antimicrobiana foi a
pesquisa de Fernandes et al. (2009) que isolou do café (Coffea arabica), 22 fungos
endofiticos. Um dos fungos de importante resultado foi o Alternaria alternata, do qual
seu extrato diclorometanico apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus
ATCC 6538, E. coli ATCC 25922 e C. albicans ATCC 69548).

2.3.2 Atividade antioxidante

Evidéncias demostram que as espécies reativas de oxigénio (ROS) e os
derivados de radicais livres estdo envolvidos em uma série de doencas
degenerativas e em uma variedade de efeitos patolégicos como envelhecimento,
cancer, aterosclerose, diabetes e artrite reumatoide. O tratamento com
antioxidantes é uma abordagem terapéutica eficaz para prevenir ou atenuar doencas
ROS-associados. Portanto, mais atencdo tem sido dada para descobrir potentes

antioxidantes de plantas, animais e microorganismos (YE et al, 2013).
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Muitos estudos associam a produgéo de compostos antioxidantes dos fungos
endofiticos com plantas medicinais, principalmente as empregadas na medicina
tradicional chinesa para o tratamento e prevencdo do cancer (HUANG et al.,2007;
LIU et al., 2007).

Recentemente, YE et al. (2013) avaliou tanto in vivo quanto in vitro a atividade
antioxidante de uma substéancia (flavipina) produzida pelo Chaetomium globosum
CDW?7, um fungo endofitco da Ginkgo biloba. Neste estudo, foi demonstrado que a
flavipina apresenta atividade antioxidante in vitro mais potente que os padrbes BHT
(di-terc-butil metil fenol), vitamina C e trolox tanto pelo método ABTS quanto pelo
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).

O extrato bruto do fungo endofitico Paraconiothyriumsp P83F4/1 isolado da
planta Rheedia brasiliensis por Carvalho et al. (2012) foi testado quanto a sua
capacidade antioxidante pelo método DPPH e obteve uma atividade superior a do
padrao analisado BHT.

2.3.3 Atividade antiproliferativa

O céancer € um grupo de doencas que pode atingir varios 6rgdos do organimo
e € caracterizado pelo crescimento desregulado e proliferacdo de células anormais e
invasao ao tecido normal (KHARWAR et al., 2011; PIMENTEL et al., 2011). Estas
doencas tem-se tornado um crescente problema de salde publica devido a seu alto
idice de morbidade e mortalidade (ZHANG et al., 2010).

Foi estimado que 7,6 milhGes de pessoas em todo mundo morreram em 2007
devido ao cancer. Este nimero devera subir para 17,5 milhdes em 2050, devido ao
envelhecimento da populagdo assim como pelo estilo de vida e influéncias
ambientais, incluindo o tabagismo e a exposicdo a agentes cancerigenos
(KHARWAR et al., 2011).

Os agentes antitumorais apresentam uma toxicidade inespecifica a
proliferacdo de células normais, possuem enormes efeitos colaterais, ndo sao
eficazes contra muitos tipos de cancer (PIMENTEL et al., 2011) e também sofrem
limitacdes contra as células tumorais multirresistentes as drogas (ZHANG et al.,
2011).
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Ha evidéncias que os metabdlitos secundarios produzidos pelos endofitos
possam ser uma grande alternativa a descoberta de novas drogas, j& que muitos
produtos naturais de plantas, micro-organismos e fontes marinhas foram
identificados como agentes antitumorais (FIRAKOVA, STURDIKOVA; MUCKOVA,
2007).

Além do exemplo mais conhecido de substancia antitumoral produzida por um
fungo endofitico (paclitaxel), foi descoberto também o alcaloide “camptothecin”. Esta
substancia é um potente agente antineoplasico primariamente isolada do vegetal
Camptotheca acuminata Decaisne (Nyssaceae), na China (PIMENTEL et al., 2011).
Uma pesquisa feita por Kusari, Zuhlke e Spiteller (2009) relatou o isolamento do
fungo endofitico Fusarium solani que € produtor de “camptothecin”, deste mesmo
vegetal. A “camptothecin” e o “10-hidroxicamptothecin” sdo importantes precursores
para a sintese de duas drogas antitumorais, o topotecan, and irinotecan (PIMENTEL
et al., 2011).

A vinblastina e a vincristine sao dois alcaloides naturais das espécies
Catharanthus roseus ou Vinca r6sea comumente utilizados no tratamento de linfoma
e leucemia, respectivamente (CHANDRA, 2012). Kharwar et al. (2008) isolou um
total de 183 fungos endofiticos a partir de Catharanthus roseus, coletado de dois
locais no norte da india. Este estudo revelou dois fungos isolados do floema da
planta eram os responsaveis pela producdo dos vinca alcaloides existentes.

Os alcaloides sao substancias comumente produzidas pelos fungos
endofiticos, como o0s géneros Xylaria, Phoma, Hypoxylon e Chalara. Estes
representam um importante grupo produtor de substancias conhecidas como
citochalasinas, que possuem atividade antitumoral e antibi6tica, porém, devido a sua
alta toxicidade celular ainda ndo foram desenvolvidos farmacos a partir delas
(STROBEL e DAISY, 2003).

2.3.4 Atividade leishmanicida

Leishmaniose € uma doenca infecciosa, que esta entre as doencas tropicais
mais negligenciadas (MACEDO-SILVA et al., 2013), transmitida por varias espécies
de protozoarios do género Leishmania (MACIEL-RESENDE et al., 2013). E uma
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doenca endémica de regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (MACIEL-
RESENDE et al.,, 2013) e anualmente surgem dois milhdes de novos casos com
altos indices de morbidade e mortalidade (MACEDO-SILVA et al., 2013).

A Leishmania amazonensis o0 agente etiolégico de varios casos de
leishmanioses nos paises da América do Sul. No Brasil, esta espécie pode causar
duas formas clinicas distintas: a leishmaniose cutanea localizada e a leishmaniose
cutanea difusa (MACIEL-RESENDE et al., 2013).

Atualmente, ndo existem vacinas eficazes contra a leishmaniose (SILVA et al.,
2013) e apesar dos esforcos para seu desenvolvimento e o controle do vetor, a
quimioterapia € o método mais eficaz de tratamento (MACIEL-RESENDE et al.,
2013; GONTIJO et al, 2012). As drogas de primeira escolha para o tratamento sao
0S antimoniais pentavantes, porém se tornam um problema devido a alta prevaléncia
de resisténcia nas areas endémicas (MACIEL-RESENDE et al., 2013; SILVA, 2013).
Ja a Anfotericina B e a pentamidina sdo de segunda escolha apesar das
desvantagens significativas, especialmente em termos de eficacia, duracdo do
tratamento, via de administracdo, toxicidade e custo (MACIEL-RESENDE et al.,
2013; CAMPOS et al., 2008).

Alguns estudos tém demontrado que os fungos endofiticos possam produzir
metabdlitos secundarios contra esta doenca. Santiago et al., 2011 isolou 564 fungos
endofiticos de duas angiospermas provenientes da Antartida que foram testados
quanto a sua capacidade leishmanicida contra a forma promastigota de L.
amazonensis e destes, dezenove apresentaram atividade.

J4 Campos et al.,, 2008 isolou um fungo endofitico da planta Piptadenia
adiantoides J.F. Macbr (Fabaceae) que apresentou atividade leishmanicida contra

formas amastigotas de L. amazonensis.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Para os testes foram utilizados doze isolados fungicos endofiticos obtidos de
folnas e ramos de espécies vegetais de mangue Siriba (Avicennia nitida), mangue
branco (Laguncularia racemosa) e mangue vermelho (Rhizophora mangle)
encontrados em Bertioga e Cananéia, litoral sul do estado de Sao Paulo, Brasil
isolados pela Dra. Fernanda L. S. Sebastianes.

Estes isolados foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Paulo Teixeira
Lacava e estdo armazenados na colecdo do Setor de Genética de Microrganismos
do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

da Universidade de S&o Paulo, Brasil (Tabela 1).

Tabela 1- Fungos endofiticos de manguezais

Isolado Identificacao Local Orgéo

8(3) Lasiodiplodia rubropurpurea Bertioga/SP Ramo/L
36(3) Diaporthe phaseolorum Bertioga/SP Folha/R
50(3) Aspergillus sp. Bertioga/SP Folha/A
54(4) Diaporthe sp. Cananéia/SP Ramo/L
60(4) Penicillium sp. Cananéia/SP Ramo/L
82(4) Aspergillus awamori Cananéia/SP Folha/L
89(3) Hypocrea virens Bertioga/SP Folha/A
99(3) Gibberella moniliformis Bertioga/SP Folha/L
29.6(3) Neofusicoccum vitifusiforme Bertioga/SP Ramo/R
9.3(2) Gibberella moniliformis Bertioga/SP Ramo/R
39.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/SP Ramo/R
41.1(1) Diaporthe phaseolorum Bertioga/SP Folha/L

Nota: A: Avicennia nitida; L: espécie Laguncularia racemosa; R: Rhizophora mangle.
Fonte: SEBASTIANES, 2010 (modificado).

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS FUNGICOS
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Os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos foram obtidos
a partir de fermentacdo em meio liquido. O mesmo processo foi realizado para todos
os fungos separadamente. Primeiro, o fungo foi cultivado em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) por sete dias a temperatura de 28°C. Em seguida, discos
(5mm) de micélio das culturas recentes em BDA foram cortados e inoculados em
Erlenmeyers de 500mL, contendo 200mL de caldo czapek [Glicose: 30,0 g; NaNOs3:
2,0 g; KoHPO4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; KCI: 0,5 g; FeS0,4.7H20: 0,01 g; Extrato
de levedura: 1,0 g; Agua destilada — gsp 1000mL] (RAPER; FENNELL, 1965). e
incubados a 28°C por 14 dias em condicBes estaticas e na auséncia de luz em
camara incubadora para demanda bioquimica do oxigénio (DBO).

ApoOs o periodo de crescimento, o micélio foi separado do meio de cultura por
filtracdo a vacuo e com o filtrado obtido foi realizada particdo liquido-liquido com o
solvente acetato de etila na proporcéao de (1:1) v/v, por trés vezes. A fracdo organica
obtida foi concentrada em evaporador rotativo a vacuo obtendo-se assim, o extrato
bruto (EB).

Figura 1: Fluoxograma de obtencédo do extrato bruto a partir da cultura de um fungo
endofitico.

® a
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Particdo lig- Concentragdo
Filtragdo a lig com em
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Fonte: Da autora

3.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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Os doze extratos brutos obtidos foram testados contra uma bactéria Gram-
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538), uma bactéria Gram-negativa
(Escherichia coli ATCC 25922) e um fungo patogénico (Candida albicans ATCC
10231) a fim de se conhecer o perfil de acdo de cada um.

Apés o resultado, foram escolhidos trés extratos para aprofundamento do
estudo antimicrobiano com outras cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas provenientes de isolados clinicos (Serratia marcescens, Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus gallinarum, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus resistente a Oxacilina) e de cepas padrdao (Salmonella typhimurium ATCC
14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus mirabilis ATCC 25933 e
Bacillus cereus ATCC 11778).

Para determinar a atividade antibacteriana de cada extrato bruto foi adotada a
metodologia de microdiluicio em caldo, utilizando microplacas de 96 orificios de
acordo com as instrucdes do protocolo M07-A8 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2009).

As cepas utilizadas foram previamente cultivadas (24 horas antes) e
preparadas suas suspensdes em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril a 75% de
transmitancia em 660nm, de modo a fornecer 3x10® UFC. mL™* padronizado de
acordo com a escala 0,5 de MacFarland.

Nas microplacas de 96 pocos, foram depositados 100uL da mistura final:
caldo Mueller-Hinton, solu¢do do extrato bruto e suspensdo do micro-organismo a
ser testado. Foram utilizadas concentragbes de 1,95 a 1000,00ug/mL da mistura
final de EB e Cloranfenicol (ha mesma concentracao dos extratos brutos).

Realizou-se controle de crescimento da cepa cujo poco da placa foi
adicionando somente a suspensdo do micro-organismo € o meio de cultura. Outro
poco foi utilizado para o controle de esterilidade do caldo Miuller-Hinton, onde se
adicionou somente o caldo referido. E o controle do solvente utlizado na
solubilizacéo do EB foi feito em outro po¢o onde foi adicionado o meio de cultura, a
cepa testada e o solvente. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Na avaliacdo da atividade antifungica, utilizou-se a microdiluicdo em caldo
segundo o protocolo M27-A2 (CLSI, 2008), com modificacbes. A acdo dos extratos
foi verificada contra a levedura C. albicans ATCC 10231. Neste ensaio, utilizou-se a
Anfotericina B como controle positivo nas concentragdes de 0,19ug/mL, 0,39ug/mL,
0,78ug/mL, 1,56ug/mL, 3,12ug/mL, 6,25ug/mL, 12,5ug/mL, 25,00ug/mL, 50,00ug/mL
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e 100,00ug/mL. As amostras, no entanto, foram avaliadas nas mesmas
concentragdes utilizadas nos ensaios de determinagéo da atividade bacteriostética.
O controle do solvente também foi feito. Na avaliacdo da atividade fungica foram
realizados os mesmos procedimentos que na bacteriana, com excecdo em relacéo
ao meio de cultura, que foi adicionado 2% de extrato de levedura ao caldo Mueller-
Hinton e a leitura realizada apos 48 horas de incubacéo.

Considerou-se como concentracdo inibitéria minima a faixa de concentracao
com menor valor, na qual ndo foi detectado o crescimento microbiano. Para a
visualizagdo do crescimento foi utilizado o revelador resazurina, conforme indicam
alguns autores (SARKER; NAHAR; KUMARASAMYC, 2007; MANN; MARKHAM,
1998). A solucao de resazurina (Sigma Aldrich®) foi preparada dissolvendo-se 10mg
em 400mL de 4gua destilada.

Para a revelacao das placas, foram adicionadas 50uL desta solu¢cdo em cada
poco da microplaca e apds 2 horas de incubacdo (na mesma temperatura usada no
ensaio) foi feita a leitura. Os pocos que estavam com a cor rosa indicavam que

houve crescimento microbiano e, com a cor azul, a auséncia dele.

3.3 AVALIACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA E FUNGICIDA MINIMA

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas como in6culo as
concentragbes que n&o apresentaram crescimento microbiano do teste de
concentracéo inibitéria minima. Foram retirados 50uL de cada poco e inoculados em
placa com meio de cultura e posteriormente incubadas a 37°C, por 24 horas.

A concentracdo bactericida ou fungicida minima é coniderada aquela CIM que

nao ha crescimento no agar inoculado, ou seja, 99,9% de morte microbiana.

3.4 ATIVIDADE SINERGICA
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Para avaliar se a combinacdo do extrato fungico com outro agente
antimicrobiano produz acgé@o sinérgica foi utilizado o método de microdiluicdo
“chequerboard” conforme a técnica descrita por White et al. (1996).

Para tal teste foi ulitizado o micro-organismo patogénico S. aureus ATCC
6538, 0 extrato bruto do fungo endofitico D. phaseolorum 41.1(1) e o antibiético
padrdo Amoxicilina. A série de diluicbes do extrato e do agente antimicrobiano
utilizado (Amoxicilina padrdo) variou a partir da metade da concentracdo inibitoria
minima de cada um conforme a Figura 1.

Ao final, teve-se em cada pogo 100 pL da mistura: caldo Miller-Hinton, solugéo do
extrato fungico diluido, solucdo do antimicrobiano diluido e suspensdo do micro-
organismo a ser testado.

O efeito das combinacdes foi obtido a partir do célculo da concentracao
inibitéria fracionaria (FIC) para cada agente nas concentracdes utilizadas de acordo
com as equacdes abaixo:

FICI= FIC¢ + FIC,
Onde:
FIC. (concentracao inibitéria fracionéaria do extrato fangico)
= CIM do extrato em combinacdo com o antimicrobiano
CIM do extrato

FIC, (concentracao inibitdria fracionaria do antimicrobiano)

= CIM do antimicrobiano em combinacdo com o extrato

CIM do antimicrobiano
Os indices obtidos foram interpretados da seguinte maneira: sinérgico quanto
FICI < 0.5; indiferente, FICI entre 0.5 e <4 e antagbnico quanto FICI> 4 (Odds, 2003;
Petersen et al., 2006; White et al.,1996).
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Figura 2- Esquema do teste de sinergismo realizado em microplaca de 96 pocos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al Ext 125 Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext
62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91
Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 1 Ant 1 Ant 1l Ant 1 Ant 1 Ant 1
Bl Ext 125 Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext
62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91
Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 1 Ant 1 Ant 1l Ant 1 Ant 1 Ant 1
c| Ext 125 Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext Ext
62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91
Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 1 Ant 1 Ant 1 Ant 1 Ant 1 Ant 1

Ext Ext Ext Ext Ext
D | Ext 125 62.5 31,25 15,63 7.81 3,01 Ext Ext Ext Ext Ext Ext

Ant2 | Ant2 | Ant2 Ant 2 Ant2 | Ant2 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91

E|Ext12s | EX Ext Ext Ext BXC et | Ext Ext Ext Ext Ext
62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91
Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 ! ' ' ! !
Ext Ext Ext Ext Ext
F| Ext 125 62,5 31,25 15,63 781 3.91 Ext Ext Ext Ext Ext Ext

Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 2 125 62,5 31,25 15,63 7,81 391

G
Contr + |Contr +| Contr + | Contr - | Contr - | Contr -

H
Ant 8 Ant 8 Ant 8 Ant 4 Ant 4 Ant 4 Ant 2 Ant 2 Ant 2 Ant 1 Ant 1 Ant 1

Nota: Ext: extrato bruto do fungo endofitico D. phaseolorum 41.1(1) com suas respectivas concentragdes (ug/mL) avaliadas; Ant:
Amoxicilina, utilizada com oantibiético padrdo com suas respectivas concentragcdes; Cont +: controle de crescimento do micro-
organismo avaliado; Cont-: controle de esterilidade do meio de cultura.

Fonte: Da autora.
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3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O poder antioxidante dos extratos de fermentacdo dos fungos endofiticos foi
mensurado através da capacidade sequestrante de radicais DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazil), seguindo a metodologia descrita por Miranda; Fraga (2006) e Yen;
Chang; Duh (2005) com algumas modificacdes.

Foram preparados 4,00mL de solucbes de cada extrato e do caldo czapek na
concentracdo de 9 pg/mL (90 ppm) e adicionado 1,00mL de solugcdo do radical
DPPH (0,5 mM). A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em repouso ao
abrigo da luz por 30 minutos. Apds este tempo, foi efetuada a leitura, em triplicata,
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517nm.

O A&lccol etilico foi utilizado como branco e como controle negativo, a solucao
de DPPH. Como padrées foram preparadas solu¢cbes de acido ascorbico e BHT
(butil hidroxi tolueno) na mesma concentracdo dos extratos avaliados.

A degradacdo do DPPH foi avaliada em comparacdo com o controle negativo

e sua capacidade sequestrante foi calculada a partir da férmula:

Férmula (1)

44(%) =100 {Aa=A0N100)]

Ac

Onde:
Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbéncia do branco
Ac = absorbancia do controle negativo
O teste avaliou se os resultados foram estatisticamente significativos (p<0,05),

utilizando-se o programa MatLab 7.0.
3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Para a avaliacdo da atividade antiproliferativa dos extratos fungicos foi

realizado o ensaio da sulforodamina B (SRB) de acordo com Monks et al. (1991).
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Este teste baseia-se na coloracdo das proteinas celulares pelo corante SRB que em
condicbes levemente &acidas se liga aos residuos de aminoacidos basicos das
células fixadas na placa.

Foram utilizadas nove linhagens de células tumorais humanas e uma
linhagem de célula humana normal imortalizada (queratindcito) (TABELA 3). Estas
linhagens foram cedidas gentilmente pelo National Cancer Institute e mantidas no
laboratorio de cultura de células do Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimica,
Biologica e Agricola — CPQBA/UNICAMP, Paulinia-SP, onde foram realizados os
ensaios por Dra Ana Lucia T. G. Ruiz. As células sdo armazenadas em frascos de
25cm® com 5mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 5% de soro fetal

bovino (SFB) e incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO2.

Tabela 3- Linhagens celulares empregadas na determinacdo da citotoxicidade

Linhagem Org&o/doenca Origem embrionaria
U251 SNC,; glioma Ectoderme
MCF-7 Mama; adenocarcinoma Ectoderme
UACC-62 Melanoma
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme
OVCAR-3 Ovario Mesoderme
PC-3 Prostata; adenocarcinoma Mesoderme
HT-29 Célon; adenocarcinoma Endoderme
K562 Medula 6ssea; leucemia mieldide crénica Mesénquima
HaCat* Queratindcito humano; célula normal Epiderme
imortalizada

* linhagem cedida pela Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP).
Fonte: Da autora

AplOs 24h desta incubacdo, foram adicionados 100uL da suspensao de
células, em uma densidade de 3x10* e 6,5x10” células/mL, em cada compartimento
das microplacas de 96 pocos. Estas suspensdes foram colocadas nas placas
contendo meio RPMI/SFB acrescido de 50pg/mL de penicilina/estreptomicina
previamente.

Para a preparacdo das amostras, uma aliqguota de 10mg do extrato seco foi
dissolvida em 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, 50uL dessa solucéo-
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mae foi dispersa em 950uL de meio RPMI/ 5% SFB, para preparacao da solucéo de
trabalho. Esta foi diluida sucessivamente, em meio de cultura, para a obtencdo das
concentracdes finais de 0,25ug/mL; 2,5ug/mL; 2ug/mL e 250ug/mL. Como controle
positivo, foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina, nas concentracdes de
0,025ug/mL; 0,25ug/mL; 2,5ug/mL e 25ug/mL.

Para determinar a quantidade de células existentes no momento da adi¢éo
das amostras, foi feita uma placa controle, denominada T,. Para isto, uma placa, foi
fixada com uma solucao de acido tricloroacético (TCA) a 50%.

Depois de adicionadas as amostras, ao final de 48h de incubagéo, as células
foram fixadas com 50uL/compartimento de TCA a 50% e as placas foram incubadas
por uma hora a 4°C. A seguir, as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas
com agua destilada para remocao de residuos de TCA, meio de cultura, SFB e
metabdlitos secundérios. Depois de secas completamente, a temperatura ambiente,
as placas foram coradas com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em
acido acético 1%, e mantidas por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas quatro
vezes com acido acético a 1%, para remocao do excesso de corante e secas a
temperatura ambiente.

Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com
Trizma Base 10 uM e pH 10,5 e realizada leitura espectrofotométrica da absorbéancia
foi em 540nm em leitor de microplacas. Gréaficos de porcentagem de crescimento em
funcdo da concentracdo das amostras (extratos fungico e caldo fermentacao) foram
gerados para cada uma das linhagens testadas.

Com os valores médios de absorbéancia para cada concentracao do extrato, a
porcentagem de crescimento (%C) foi calculada de acordo com as seguintes
formulas:

e Se T >T1 — estimulo de crescimento celular;
e SeT1>T=T0 — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-TO)/( T1-TO)];
e Se T<TO — atividade citocida: %C = 100 x [(T-TO)/ TO]J;

Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula;
T1 = absorbéancia do branco de células;

TO = absorbancia do controle de células na placa TO.



37

A concentracdo efetiva Glsg (do inglés growth inhibition 50), concentracéo
necessaria para interromper em 50% do crescimento foi calculada por regressdo nao

linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versao 7.5.

Figura 3— Fluoxograma das etapas do teste antiproliferativo pelo corante
Sulforrodamina B.

(L
: " Em cada pocgo:
Células em Contagem de | RPMI/SFB +
RPMI+ 9%104 e 6,5%104 i 5gﬁg,’ mL
5% SFB células/mL, penicilina/estre | o4h
L ___ptomicina .
— Q Adicao das
—— amostrasa
1h - 48h | serem testadase
_ 4°C - do padrio
Adicédo 50 uL Lavagem da Fixacio ! ' Doxorrubicina
SRB 0.4%(p/v), placa qs s ixagiodas | it
dissolvido em Aguaeseca a placs) gc;ﬁm B | :
acido acético 1% | temp ambiente | 5
1h =
4°C S
: - & Fixacdoda placa
Lavagem 4x Solubilizacdo | [ T,com TCA 50%
ac. acético 1%, e dasptcom | | Leitura da abs
seca A temp Trizma Base | | em540nm o
ambiente ' 10uMepH10,5 | | _

Fonte: Da autora

3.7 Determinacédo da atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida dos extratos brutos dos fungos foi determinada pelo
método colorimétrico com o 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
(MTT) que avalia a viabilidade celular.

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis utilizadas foram
cultivadas a 26°C, em meio LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 20% de
soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina.

Para a realizacdo do teste, as formas promastigotas (1x10%/mL) obtidas do

cultivo em fase logaritmica foram colocadas em placas de 96 pocos a 26°C e a estas
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foram adicionadas diferentes concentracdes dos extratos de Diaporthe sp. (80 a
625ug/mL), Gibberella moniliformis (80 a 0,625ug/mL) e Diaporthe phaseolorum (40
a 0,3125ug/mL) sendo as amostras avaliadas apos 24 horas de incubacdo. Os
ensaios foram realizados em duplicata.

Apds o periodo de incubacdo das formas promastigotas com o0s extratos
brutos, 15uL de uma solucdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenilbrometo
tetrazolina (5 mg/mL) foram adicionados em cada poco. A placa foi entdo incubada a
26°C por 4 horas em auséncia de luz. Apos isto, 70uL de SDS (duodecil sulfato de
sédio) a 10% foram adicionados em cada poco, a fim de solubilizar os cristais de
formazan e as placas foram mantidas em estufa a 26°C por mais 20h.

A absorbancia correspondente a cada amostra foi entdo medida no leitor de
Elisa a 570 nm. A absorbancia obtida pelas células controle ndo tratada foi
considerada como 100% de viabilidade celular. As anadlises estatisticas foram

realizadas pelo programa Biostat.

Figura 4— Fluoxograma das etapas do teste leishmanicida in vitro.

Formas L. amazonensis + 15 pL MTT a 70uL SDS

prgggﬁ:ﬁgﬁi? [ ] extratos 15mg/mL em cada (duodecil sulfato

1x108/mL brutos [ofe]ele} de sodio) a 10%

Leitura de abs a

570nm

Fonte: Da autora.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados referentes aos testes realizados.

4.1ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os extratos brutos dos doze fungos endofiticos do mangue (Tabela 4) foram
avaliados quanto a sua acao contra o crescimento microbiano e obtiveram-se as
concentracdes inibitérias minimas demostradas na tabela 4. Nao foram observadas
concentracdes bactericidas ou fungicidas em nenhum dos extratos avaliados.

Analisando os resultados (Tabela 4), pode-se observar que dos doze extratos
fungicos testados, somente um apresentou atividade contra a bactéria Gram-
negativa (E. coli) e o fungo patogénico (C. albicans). Para trés extratos fungicos
(25%) n&o houve nenhuma atividade antimicrobiana e sete deles (58,3%)
apresentaram atividade contra a bactéria Gram-positiva em alta faixa de
concentracdo, de 500 a 1000ug/mL. Com menores concentracfes inibitorias de S.
aureus, entre 250,0 e 62,5ug/mL, foram observados dois extratos.

De acordo com Rios e Recio (2005), na busca produtos naturais, 0s extratos
gue apresentam concentracdes antimicrobianas maiores que 1000pug/mL devem ser
evitados. Portanto, a partir dos resultados, foram escolhidos trés extratos brutos que
apresentaram menor concentracdo inibitéria para dar continuidade aos estudos
biologicos. Os fungos endofiticos Diaporthe sp. 54(4) e D. phaseolorum 41.1(1)
foram selecionados devido a baixa concentracdo necessaria para inibir o
crescimento da bactéria S. aureus ATCC 6538. A escolha do fungo G. moniliformis
99(3) foi devido ao seu amplo espectro de agdo, inibindo crescimento tanto de
bactéria Gram-positiva e negativa quanto da levedura.

O extrato bruto do enddfito G. moniliformis 99(3) foi o Unico dos doze extratos
gue mostrou atividade fungicida contra o patdégeno C. albicans ATCC 10231 com a
concentracdo inibitéria minima de 125-250pg/mL. Em um estudo com fungo

endofitico do mangue chinés, Huang et al (2008) isolou cinco fracdes do extrato
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sendo que duas delas obteve concentracdo de 32-64ug/mL contra C. albicans
ATCC 10231.

Tabela 4- Concentragéo inibitéria minima (ug/mL) dos extratos brutos dos fungos
endofiticos do mangue e dos padrdes Cloranfenicol e Anfotericina B

Cepas
S. aureus E. coli C. albicans
ATCC 6538 ATCC 25922 ATCC 10231
8(3) 500-1000 -
9 36(3) 500-1000 - -
S 50(3) 500-1000 - -
:g 54(4) 62,5-125 - -
§ 60(4) - - -
§’ 82(4) 500-1000 -
g 89(3) - - -
g 99(3) 500-1000 250-500 125-250
5 29.6(3) i i i
é 9.3(1) 500-1000 - -
i 39.1(1) 500-1000 ; ;
41.1(1) 125-250 - -
S Cloranfenicol <1,95 <1,95 -
E Anfotericina B - - <1,95

Nota: 8(3)= Lasiodiplodia rubropurpurea; 36(3)= Diaporthe phaseolorum; 50(3)= Aspergillus sp.;
54(4)= Diaporthe sp.; 60(4)= Penicillium sp.; 82(4)= Aspergillus awamori; 89(3)= Hypocrea
virens; 29.6(3)= Neofusicoccum vitifusiforme; 99(3)= Gibberella moniliformis; 39.1(1)=
Diaporthe phaseolorum; 41.1(1)= Diaporthe phaseolorum.

Fonte: Da autora.

Além de ativo contra E. coli e S.aureus, ap0s analise com outros micro-
organismos, este mesmo extrato também apresentou atividade antibacteriana contra
cepas Gram-positivas e Gram-negativas. Pode-se destacar a baixa concentracao
inibitoria  (125-250ug/mL) contra os isolados clinicos E. casseliffavus e S.
marcescens, assim como contra a cepa padrdo de B. cereus ATCC 11778. Um
estudo desenvolvido por Buatong et al. (2011), a fim de selecionar fungos

endofiticos do mangue tailandés que produzissem substancias antimicrobianas
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detectou que dos 150 fungos endofiticos isolados, nenhum extrato apresentou

atividade contra a bactéria E. coli.

Tabela 5- Atividade antibacteriana (ug/mL) dos extratos brutos dos fungos
endofiticos e do padrao Cloranfenicol

Extrato bruto dos fungos endofiticos Padréo
Diaporthe sp. G. moniliformis D. phaseolorum )
Cepas Cloranfenicol
54(4) 99(3) 41.1(1)
Bacillus cereus
125,00 -250,00 125,00-250,00 31,25-62,50 <1,95
ATCC 11778
§ Enterococcus
= _ 125,00-250,00 125,00-250,00 62,50-125,00 <1,95
é casseliflavus
£  Enterococcus gallinarum  250,00-500,00 - - 7,80 — 15,62
© Streptococcus agalactiae - - - 7,80 — 15,62
S. aureus OX res. 155  500,00-1000,00 - - 31,25-62,50
Enterobacter cloacae - 500,00-1000,00 - 31,25-62,50
Pseudomonas
_ 500,00-1000,00  500,00-1000,00 - 7,80 — 15,62
@  aeruginosa ATCC 9027
2
IS Proteus mirabilis
5 - - - 1,95 — 3,90
; ATCC 25933
g Serratia marcescens 125,00-250,00 125,00-250,00 31,25-62,5 <195
Salmonella typhimurium
- 500,00-1000,00 - <1,95

ATCC 14028

Fonte: Da autora.

Assim como Maria, Sridhar e Ravira (2005) que estudou fungos endofiticos do
mangue da india e dentre quatorze isolados, somente um teve acgdo contra a
bactéria Gram-negativa. Os resultados do fungo endofitico G. moniliformis 99(3)
evidenciam que este € um fungo promissor para a producdo de substancias
antimicrobianas.

O extrato bruto do fungo Diaporthe sp. 54(4) também apresentou amplo
espectro de atividade, conseguindo inibir o crescimento tanto de bactérias Gram-
positivas quanto negativas, com menores valores de concentracdo inibitoria (125-

250pg/mL) contra E. casseliflavus, S. marcescens e B. cereus. Este extrato
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destacou-se por ser o Unico dos trés testados que inibiu o crescimento de um
isolado clinico de S. aureus oxacilina resistente.

O enddfito D. phaseolorum 41.1(1) ndo demonstrou atividade tdo ampla no
painel de bactérias testadas quanto os outros dois fungos. Mas destacou-se por ter
apresentado as menores concentracbes inibitérias para B. cereus (31,25-

62,5ug/mL) e para Serratia marcescens (62,5- 125ug/mL).

Figura 5- Microplaca de 96 orificios contendo o teste concentracao
inibitéria minima contra a bactéria S. aureus ATCC 6538

)

Nota: 1: controle de crescimento do micro-organismo; 2: controle de esterilidade do
meio; 3: concentracdes avaliadas do extrato bruto de Gibberella
moniliformis (99(3)); 4: concentragBes avaliadas do extrato bruto de
Neofusicoccum vitifusiforme (9.3(1)) e 5: concentracbes avaliadas de
Cloranfenicol.

Fonte: Da autora.

4.2 ATIVIDADE SINERGICA

De acordo com o teste realizado ndo houve sinergismo entre o extrato do fungo
endofitico do mangue e o antibiético Amoxicilina. Entretanto, as concentracdes
inibitéria minimas de cada um mantiveram-se, ou seja, hos po¢cos em que foram
avaliados isoladamente, tanto o EB quanto a Amoxicilina obteve seu desempenho.

Em um estudo realizado avaliando a atividade sinérgica entre extratos brutos e
antibiéticos contra cepas patolégicas, Arivudainambi, et al.(2011), constatou
sinergismo entre extratos do fungo endofitico C. gloeosporioides isolado da planta
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medicinal V. negundo L. e os antibidticos penicilina e vancomicina contra cepas
meticilina resistentes de S. aureus.

4.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

As atividades antiproliferativas exercidas pelos extratos acetato de etila dos

fungos endofiticos e da Doxorrubicina, utilizada como padrao sdo demonstradas nas
Figuras 1, 2, 3 e 4.

Figura 6 - Atividade antiproliferativa de Doxorrubicina

EXPERIMENTO 121029
Doxorrubicina

N
(¢)]
1

—@— U251 \\.

Crescimento Celular (%)
o

-25 —A UACC-62
—¥— MCF7
786-0
PC-3
-50 + —@- OVCAR-3
HT29
@ K-562
-75 4 —@— HaCaT
-100
1 0-3 1 0.2 0,025 1 0-1 0,25 100 2,5 1 01 25

Concentragao (ug/mL)

Nota: linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama);
786-0 (rim); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (coloretal); K562 (leucemia); HaCat
(queratindcito humano, célula normal imortalizada).

Fonte: Da autora.
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Figura 7- Atividade antiproliferativa do extrato bruto do fungo endofitico Diaporthe sp.

54(4)
Experimento 121029
Amostra F
100 4
75 -
= 50 4
S
3 254
>
3
g ¢ \
C
(]
§ '25 T —@- U251
8 —A— UACC-62
] -¥- MCF7
= 786-0
O -50+ PC-3
—@- OVCAR-3
HT29
.75 ~Q- K-562
—@— HaCaT
-100 4
10° 10 107025 q0°25  qp'25 47 250
Concentragdo (ug/mL)

Nota: linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama);
786-0 (rim); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (coloretal); K562 (leucemia); HaCat
(queratinécito humano, célula normal imortalizada).

Fonte: Da autora.
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Figura 8- Atividade antiproliferativa do extrato bruto do fungo endofitico Giberella
moniliformis 99(3).

Experimento 121029
Amostra J
100 -
75
o B0
S
8 254
=)
3
o 0
[
(3]
§ '25' —@— U251
8 1 —A— UACC-62
L —¥— MCF7
O -50 1 169
—@— OVCAR-3
HT29
=75 4 Q- K-562
—@— HaCaT
-100 -
Trrrl_l—FFFFFrrl_l—FFF"rrl_l—FFF"rrl_l—FFmrrl_l—FFmrrl_l—Fﬁ
10° 102 10'025 10° 25  1p'25  q¢? 250
Concentracéo (ug/mL)

Nota: linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama);
786-0 (rim); PC-3 (préstata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (coloretal); K562 (leucemia); HaCat
(queratinécito humano, célula normal imortalizada).

Fonte: Da autora.
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Figura 9- Atividade antiproliferativa do extrato bruto do fungo endofitico D.
phaseolorum 41.1(1)

Experimento 121029
Amostra Q
100 +
75 -
o B0
s
8 25-
>
8 -
g ! \
c
()
E -25- -@- U251
8 —A— UACC-62
o —W— MCF7
S 504
—@— OVCAR-3
HT29
-75 4 @ K-562
—@— HaCaT
-100 +
R | L | L | ML | L] L | M
10° 107 107025 1¢°25 10" 25 10? 250
Concentracdo (ug/mL)

Nota: linhagens celulares testadas: U251 (glioma, SNC); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama);
786-0 (rim); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (coloretal); K562 (leucemia); HaCat
(queratinécito humano, célula normal imortalizada).

Fonte: Da autora.

Na tabela 6, sdo apresentadas as concentracdes necessarias para inibir
cinquenta por cento do crescimento das células e o valor médio do log destas
concentracbes (mean logGlsg) que o NCI (Instituto Nacional do Cancer — EUA)
utiliza para classificacdo dos extratos. Segundo esta andlise, o efeito que classifica o
efeito citostatico dos extratos € considerado como inativo (média logGlse > 1,5), fraco
(1,1 < média logGlsy < 1,5), moderado (1,1 > média logGlsy >0) e potente (média
logGlsp < 0) (Fouche et al., 2008).

Pode-se observar que dentre as amostras analisadas, o extrato fangico
Diaporthe sp 54(4) apresenta melhor acdo entre eles, que, de acordo com a
classificacdo, tem atividade fraca. Porém, analisando isoladamente o painel de
resultados, deve-se destacar a acdo deste mesmo extrato contra as células tumorais
de leucemia K562 e contra células de glioma N51. Em tal amostra, detectou-se uma
atividade antiproliferativa moderada sobre as células leucémicas (logGlsp= 0,43) e

sobre as células de glioma (logGlso= 0,86). Os extratos dos fungos G. moniliformis
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99(3) e D. phaseolorum 41.1(1) mostraram ser inativos, de acordo com a
classificacdo adotada para a avaliacdo das amostras.

Ha varios estudos que investigam a producao enddfitos de substancias com
potencial anticarcinogénico. Um exemplo deste caso é a producdo de taxol (um
diterpendide com atividade antitumoral) pela espécie de fungo endofitico,
Taxomyces andreanae, isolada da Taxus brevifolia (arvore da qual se faz a extracéo
desta substancia), relatada por Stierle, Strobel e Stierle, 1993). Outro exemplo € a
substéancia cajanol, extraida das raizes da espécie vegetal Cajanus cajan [L.] Millsp.,
que tem atividade inibitéria sobre antigeno especifico prostatico e € um novo agente
anticancer de mama que induz a apoptose destas células tumorais (DUKER-ESHUN
et al., 2004; LIU et al.,, 2011).Um estudo, realizado por Zhao et al. (2011), com
fungos endofiticos deste vegetal, isolou um fungo endofitico, Hypocrea lixii, que é
produtor da substancia cajanol.

Tabela 6 — Concentracdes (ug/mL) de Doxorrubicina e extratos brutos dos fungos
endofiticos do mangue capazes de inibir 50% do crescimento (Glsp:
Growth Inhibition) das células tumorais e queratinécitos (q).

Mean
2 u m 7 p 0 H k q l0gGilso
Doxorrubicina 0,026 0,43 0,28 0,23 1,1 57 1,3 2,2 1,4 -0,2

Diaporthe sp
54(4)

Gibberella

moniliformis 39,1 2418 11,0 96,3 >250 149,6 233,7 >250 247,3 >2,0
99(3)

Diaporthe

phaseolorum 232 255 209 255 268 525 594 644 635 15
41.1(1)

7,2 25,0 6,5 132 250 306 295 2,7 57,3 11

Nota: N51 (glioma, SNC); u =UACC-62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); 7 = 786-0
(rim); p = PC-3 (préstata); o = OVCAR-3 (ovario); h = HT29 (coloretal); k =
K562 (leucemia); q = HaCat (queratindécito humano, célula normal
imortalizada), Doxorrubicina= controle positivo.

Fonte: Da autora.

Recentemente, Elavarasi, Rathna e Kalaiselvam (2012) identificaram um
fungo endofitico, do mangue indiano, Fusarium oxysporum isolado das folhas de

Rhizophora annamalayana, como produtor de taxol. Este autor ainda destaca a
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importancia de se pesquisar novas substancias obtidas a partir dos fungos
endofiticos do mangue e enumera as descobertas como isocumarina com atividade
citotoxica contra células Hep-2 e HepG,g (células tumorais derivadas de carcinoma
laringeo humano) , um novo composto derivado de uma xantona ativo contra células
KB e KBy200 (carcinoma epiderméide humano e carcinoma epidermoéide humano

resistente a drogas), entre outros.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pela capacidade de
sequestro do radical DPPH. Foi utilizada concentragcdo de 90ppm tanto para os
extratos assim como para os padrdes. Os resultados estéo dispostos na tabela 4.

Tabela 7 - Atividade antioxidante pelo método DPPH dos padrdes acido ascorbico e
BHT e extratos dos fungos endofiticos do mangue

Amostras Atividade antioxidante (%) + desvio padrao*
Acido ascorbico 96,047+ 0,005°
BHT 66,310+ 0,019"
Diaporthe sp 54(4) 8,747 0,018
G. moniliformis 99(3) 29,640 +0,011°
D. phaseolorum 41.1(1) 8,357 + 0,005°

Nota: Médias seguidas de letras diferentes se diferem estatisticamente (a=0,05).
Fonte: Da autora.

N&do houve atividade antioxidante expressiva entre os extratos analisados
guando comparados com os padrbes. Porém o extrato do fungo endofitico G.
moniliformis 99(3) € o que se destaca entre eles. Deve-se ressaltar que os extratos
avaliados séo brutos, o que pode ter um significativo aumento desta atividade caso
sejam isolados compostos deles.

Como no estudo de YE et al. (2013) que isolou a substancia flavipina do

extrato do fungo endofitico Chaetomium globosum CDW?7 proveniente do Ginkgo



49

biloba. Esta tem atividade antioxidante in vitro (DPPH) superior aos padrbes

avaliados (vitamina C, BHT e trolox).

4.5 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Os extratos brutos avaliados inibiram a proliferacdo da forma promastigota de
Leishmania amazonensis com valores de ICsy compreendidos entre 7,197 e

80,415ug/mL, como demonstrado na Tabela 7.

Tabela 8- Atividade leishmanicida dos extratos brutos dos
fungos endofiticos do mangue contra a forma
promastigota de Leishmania amazonensis

Extrato bruto do fungo endofitico ICso (Ug/mL)®
Diaporthe sp. 54(4) 62,157
G. moniliformis 99(3) 80,415
D. phaseolorum 41.1(1) 7,197
Nota: %  atividade leishmanicida contra formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.
Fonte: Da autora.

O extrato bruto do fungo endofitico D. phaseolorum 41.1(1) demonstrou o
melhor resultado inibindo cinquenta porcento do crescimento das formas
promastigotas de L. amazonensis na concentracdo de 7,197ug/mL. Em uma
pesquisa realizada por Maciel-Rezende et al (2013), a droga padréo utilizada contra
a mesma forma do parasita, a Anfotericina B, apresentou um ICso de 4,700ug/mL.

Rosa et al., 2010 isolou fungos endofiticos de plantas bioativas brasileiras,
obteve extratos de acetato de etila de cada um deles e testou a capacidade inibir o
crescimento da forma promastigosta de L. amazonensis. Entre todos os extratos, o
do fungo endofitico denominado UFMGCB 579 demonstrou o menor valor de ICsg
(4,6pg/mL).

Um estudo feito por Campos et al.,, 2008 também isolou alguns fungos

endofiticos de vegetais de diferentes biomas brasileiros e o isolado UFMGCB-555,
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obtido da Piptadenia adiantoides J.F. Macbr (Fabaceae) demonstrou forte atividade
leishmanicida.

Um estudo realizado por Sebastianes et al. (2013) com o0 mesmo enddfito D.
phaseolorum 41.1 (1), isolado da espécie L. racemosa cujas atividades biolégicas
foram testadas na presente pesquisa, identificou a presenca do acido 3,
hidroxipropiénico (3-HPA). Este metabdlito foi extraido apds sucessivos
fracionamentos em coluna de cromotografia de silica gel e sua estrutura foi
elucidada por RMN e MS. Sebatianes et al. (2013) testou a atividade antimicrobiana
do composto 3-HAP contras as bactérias S. aureus e S. typhi e obteve uma
concentracéo inibitéria minima de 64ug/mL. O extrato bruto do mesmo fungo testado
também apresentou atividade contra um painel de bactérias e sendo ele 0 mesmo
isolado pode-se deduzir que a atividade apresentada deve-se a possivel presenca
deste composto no metabolito secundario do fungo.

Quintiliano (2013) fez uma andlise por cromatografia em camada delgada dos
extratos acetato de etila dos fungos G. moniliformis 99(3) e Diaporthe sp. 54(4).
Verificou-se que os dois extratos apresentaram resultado positivo com o reagente de
Dragendorff indicando presenca de aminas terciarias ou quaternarias, podendo ser
alcaloides. Ge et al. (2009) identificou a producéo de dois novos alcaloides bioativos
por um fungo endofitico o que ressalta a possibilidade da atividade demonstrada
pelos endoéfitos G. moniliformis 99(3) e Diaporthe sp. 54(4) poderem ser devido a

presenca desta classe de composto.
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5 CONCLUSOES

Analisando os resultados pode-se verificar que cada extrato possui uma
caracteristica: o extrato do fungo Diaporthe sp. 54(4) revelou ter atividade contra
células de leucemia (células K562) e de glioma (N51). Apresentando também
atividade bacteriostatica de amplo espectro, com baixa capacidade antioxidante.

Ja o extrato do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) demonstrou
amplo espectro de acdo antimicrobiana, sendo ativo tanto em bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e levedura, mas nao teve significativa atividade
antiproliferativa. E dentre os trés extratos testados, foi 0 que obteve maior atividade
antioxidante.

O extrato do fungo Diaporthe phaseolorum 41.1(1) ndo apresentou expressiva
atividade antiproliferativa, tampouco antioxidante. No entanto, foi o extrato que teve
menores concentracdes inibitérias minimas contra as bactérias testadas e menor
concentracdo para atividade leishmanicida.

Portanto, os resultados obtidos mostram que o0s extratos dos fungos
endofiticos do mangue testados sao promissoras fontes para o isolamento de novos
compostos ativos. Deve-se, entdo, aprofundar os estudos com estes para identificar
possiveis compostos que os constitui a fim de se conhecer melhor seus metabdlitos

secundarios.
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