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RESUMO

Os fungos endofiticos tém despertado o interesse da comunidade cientifica
especialmente pela sua diversidade e seu potencial na produgédo de metabdlitos
secundarios. Eugenia pyriformis (Cambess), conhecida como Uvaia, € uma espécie
frutifera da familia Myrtaceae, que demonstra potencial para a produgdo de
compostos bioativos. Este trabalho teve como objetivo isolar a comunidade fungica
endofitica associada a E. pyriformis e avaliar o potencial em produzir metabdlitos
bioativos com atividade antimicrobiana, antiproliferativa e antiparasitaria. Foram
isolados aproximadamente 200 fungos no periodo do Outono, a partir de folhas
adultas. Metade dos isolados foram submetidos a fermentacdo e extracdo com
acetato de etila. Os extratos foram testados em um ensaio de triagem
antimicrobiano. Para o teste de difusdo em agar os micro-organismos utilizados
foram o Staphylococcus aureus ATCC 6538, a Escherichia coli ATCC 25922 e a
Candida albicans ATCC 10231. No total, 54 dos 100 fungos endofiticos testados
apresentaram atividade antimicrobiana frente a, no minimo, um micro-organismo. O
S. aureus foi inibido por 34 extratos, a C.albicans teve seu crescimento inibido por
12 extratos, ja para E.coli 8 extratos demonstraram atividade. Baseado nos
resultados da triagem antimicrobiana, foram selecionados os extratos fungicos F6F3,
F12F2 e F15F1, para os ensaios de CIM e CBM frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 25933,
Micrococcus Iuteus ATCC 9341, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
epidermidis ATCC 22228, Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL, Serratia marcescens
LMI-UNIFAL, além dos ensaios antiproliferativo e antiparasitario. Os extratos
obtiveram bons resultados no teste de CIM e os valores variaram entre 250 e 1000
ng/mL. Os extratos demonstraram capacidade bactericida na concentragdo de 1000
ug/mL. Os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo demonstraram que os trés
extratos foram inativos frente as linhagem celulares tumorais, sendo que os extratos
F6F3 e F15F1 também nao foram capazes de inibir o crescimento de promastigotas,
e o extrato F12F2 foi fracamente ativo, no ensaio leishmanicida, contrariando as
expectativas. Contudo, os resultados encontrados demonstram o grande potencial
antimicrobiano dos fungos endofiticos isolados de E. pyriformis e destacam a
importancia da continuidade dos estudos dos fungos endofiticos, ja que destes
poderdo ser identificados e isolados compostos bioativos e novas substancias,
provavelmente derivados da complexa interacdo endofitico/hospedeiro, com
atividades de interesse farmacoldgico.

Palavras-chave: Fungos Endofiticos. Eugenia pyriformis. Ensaios Bioldgicos.
Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

The endophytic fungi have aroused the scientific community interest especially by its
diversity and its potential in the production of secondary metabolites. Eugenia
pyriformis (Cambess), known as uvaia, is a fruit species of Myrtaceae’s family,
demonstrating the potential for the production of bioactive compounds. This
dissertation aimed to isolate the endophytic fungal community associated with E.
pyriformis and assess the potential to produce bioactive metabolites with
antimicrobial activity, antiproliferative and antiparasitic. 200 fungi were isolated in the
autumn period, from mature leaves. Half of the isolates were subjected to
fermentation and extraction with ethyl acetate. The extracts were tested in an
antimicrobial screening assay. For the agar diffusion's test the microorganisms were
tested: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 and
Candida albicans ATCC 10231. In total, 54 of 100 endophytic fungi tested showed
antimicrobial activity against at least one microorganism. The S. aureus was inhibited
by 34 extracts, the C. albicans had their growth inhibited by 12 extracts, and 8
extracts showed activity for E.coli. Based on the antimicrobial test results, the
following fungal extracts were selected F6F3, F12F2 and F15F1 to the MIC assays
and MBC against of Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
25922, Proteus mirabilis ATCC 25933, Micrococcus luteus ATCC 9341, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis ATCC 22228, Enterobacter cloacae
LMI-UNIFAL, Serratia marcescens LMI-UNIFAL, besides the anti-proliferative and
antiparasitic assays. The extracts showed good results in the MIC test and the values
varied between 250 and 1000 pg/mL. The extracts showed bactericidal capacity at
1000 pg/mL. The results of the antiproliferative assay showed that the three extracts
were inactive front the tumor cell lineage, in addition the F6F3 and F15F1 extracts
also were not able to inhibit the growth of promastigotes, and the F12F2 extract was
weakly active in leishmanicidal test, contrary to expectations. However, the results
demonstrate the great antimicrobial potential of endophytic fungi isolated from E.
pyriformis, and highlight the importance to further study of the endophytic fungi, since
from them some compounds and new substances may be isolated and identified
from it, probably derived from the complex endophytic/host interaction, with
pharmacological interest activities.

Keywords: Endophytic fungi. Eugenia pyriformis. Biological Assays. Antimicrobial

activity.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade esta diretamente relacionada a diversidade quimica, uma
vez que 0s organismos estdo sujeitos a constantes interagdes metabdlicas e
ambientais que podem originar novos metabdlitos secundarios de grande
importancia para a industria farmacéutica (NEWMAN; CRAGG, 2012).

O Brasil tem a flora mais rica do mundo, foram registradas 33.885 espécies
de plantas no Brasil em um levantamento, sendo que 18.357 sdo endémicas, o0 que
demonstra uma alta taxa de endemismo de 54,2% (FORZZA, 2010). Uma parte
significativa das espécies de plantas do pais é encontrada na Mata Atlantica, a qual
contem 2% do total de espécies de plantas endémicas e 20% do total de plantas do
planeta. Esse bioma é considerado um dos 25 hotspots mundiais de biodiversidade,
sendo reconhecido por sua excepcional riqgueza e endemismo de espécies (MYERS
et al., 2000; SILVA; CASTELETI, 2005). Atualmente devido a intensa intervencéao
antropica apenas cerca de 8% de sua area original esta conservada (MORELLATO;
HADDAD, 2000). Consistindo em sua maior parte de pequenos fragmentos florestais
secundarios isolados, colocando em risco a sua grande biodiversidade (HIROTA,
2005).

Dentre as plantas da Mata Atlantica encontramos Eugenia L. um dos
maiores Géneros da familia Myrtaceae, com uma ampla distribuicdo nas Américas
Central e do Sul (MERWE et al., 2004). Dentro deste género encontra-se a Eugenia
pyriformis (Cambess) popularmente denominada uvaia, uvaieira, uvalha, uvalheira,
que foi o alvo do presente trabalho. Segundo Chavasco et al. (2014) a folha e a
semente apresentam potencial antimicrobiano.

De todos os produtos naturais biologicamente ativos conhecidos,
aproximadamente um quarto foram obtidos de fungos (KONGSAEREE et al., 2003).
Segundo Hawksworth (2001), somente 10% foram descritos em literatura e apenas
1% verificado se produz algum tipo de metabdlito secundario.

Dentro do amplo leque de fontes para a busca de compostos de interesse
podemos afirmar que fontes pouco exploradas como os fungos, mais
especificamente os endofiticos, devem ser fortemente consideradas. Pois existe
grande possibilidade de encontrarmos associadas a esses micro-organismos uma

substancia quimica promissora.
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Micro-organismos endofiticos sdo aqueles cultivaveis ou ndo, que penetram
a planta e vivem em seu interior, interagindo com outras espécies de micro-
organismos, sem causar algum dano ou prejuizo ao seu hospedeiro, ou mesmo, as
estruturas externas visiveis (MAKI, 2006).

Ha evidéncias da influéncia de micro-organismos endofiticos em diversas
caracteristicas expressas pela planta hospedeira devido a producdo ou inducao de
metabdlitos primarios e secundarios. Estes podem conferir vantagens a mesma,
dentre as quais podemos citar a producdao de horménios de crescimento e
antibiéticos, a protecao contra herbivoria pela producao de alcaléides, 0 aumento da
tolerancia a estresses abidticos e o controle de outros micro-organismos (MAKI,
2006).

Dentre as substancias bioativas produzidas pelos micro-organismos
endofiticos, os compostos antimicrobianos, antiparasitarios e antiproliferativos
apresentam grande relevancia e interesse cientifico. Ha vérios relatos na literatura
correlacionando o conhecimento fitoterapico e o isolamento de endofiticos,
possibilitando a descoberta de novas substancias para a producdo de insumos
farmacéuticos.

Dentro desse contexto este trabalho teve como obijetivo isolar e selecionar
fungos enddfiticos a partir de plantas da espécie Eugenia pyriformis, os quais foram

testados quanto a sua atividade antimicrobiana, antiproliferativa e antiparasitaria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A perda da biodiversidade dos biomas pode afetar a vida e a subsisténcia da
populacdo humana, além de contribuir para a ruptura e esgotamento de processos
evolutivos. E preciso considerar que os recursos naturais oferecidos, uma vez
extintos, ndo estardo disponiveis para as geragdes futuras. Assim o estudo dos
organismos em interacdo com o meio é fundamental para que se possa
compreender a biologia dos ecossistemas.

Consequentemente o estudo de novos e estruturalmente diversificados micro-
organismos endofiticos com um grande potencial de conter compostos bioativos
ainda desconhecidos e de um novo campo de estudo, no que se referem as
aplicacoes desses metabdlitos faz-se necessario.

Além disto, a pesquisa de novas substancias com potencial bioativo permite
a ampliagdo das ferramentas para o controle dos micro-organismos, que vém

adquirindo resisténcia aos farmacos ja existentes.

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

O termo endofitico é derivado do grego (éndon = dentro + phyton = planta).
Sao encontradas diferentes definicbes de endofitico na literatura (AZEVEDO, 2010).
Mas a definida por Bacon e Write (2000) amplamente aceita e utilizada, € que
endofiticos sdo micro-organismos que colonizam os tecidos internos das plantas
sem causar prejuizos imédiatos no hospedeiro. Podendo habitando de forma
sistémica o apoplasto, vasos condutores e em alguns casos o interior da célula
(AZEVEDO et al., 2003). Diferentes grupos de organismos tais como fungos,
bactérias, actinomicetes e micoplasmas sao relatados como endofiticos de plantas
(BANDARA et al.,, 2006). Sendo os fungos filamentosos os mais comumente
isolados (GUNATILAKA, 2006).

A primeira descricdo dos fungos endofiticos foi feita em 1866, por Bary
(PEIXOTO NETO et al., 2002). Até a década de 70 acreditava-se que a interacao

endofitico - planta era assintomdtica, ou seja, ndo trazia beneficio ou dano. Porém,
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apds anos de pesquisas, alteracdes no conceito destes micro-organismos foram
relatadas, sedimentando-se o conhecimento sobre a relacdo benéfica para ambos
(AZEVEDO, 2010; WANG; DAI, 2011).

A classificacdo dos fungos endofiticos pode variar de acordo com cada
autor. Segundo Schulz e Boyle (2005) os fungos endofiticos podem ser divididos, em
dois grupos distintos, o grupo dos Balansiaceos e os Nao- Balansiaceos. O primeiro
grupo consiste em colonizadores de gramineas, que compreende os géneros de
ascomicetos Epichloe e Balansia e seus anamorfos Neotyphodium e Ephelis, sao
encontrados em todos os érgaos das gramineas, crescendo de forma sistémica e
intercelular (BACON; WHITE, 2000). Além disso, estruturas especializadas para
absorcdo de nutrientes sdo encontradas em seus micélios e muitos destes fungos
produzem uma variedade de metabdlitos secundarios (SCHULZ; BOYLE, 2005).

O segundo grupo dos Nao - Balansiaceos representa um grupo mais
diverso. As espécies comumente relacionadas ao grupo sdo em sua maioria,
pertencente a familias do filo Ascomycota, considerado o maior filo dos fungos, com
aproximadamente metade das espécies de fungos conhecidas (GUARRO et al.,
1999). A colonizacdo deste grupo pode ser inter ou intracelular, sistémica ou
localizada (SCHULZ; BOYLE, 2005). Assim como os Balansiaceos, os endofiticos
Nao - Balansiaceos sdao encontrados em todos os érgaos e em quase todas as
plantas terrestres (STONE et al., 2004; SCHULZ; BOYLE, 2005).

A presenca da comunidade fangica endofitica na planta hospedeira
geralmente varia de acordo com a espécie vegetal (MORICCA et al.,, 2012), a
localizacdo geografica e as condigdes climaticas, podendo ser encontrados em todo
o territério terrestre, nas comunidades naturais e antropicas, colonizando plantas no
Artico, Antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues
e florestas costeiras (HOFFMAN; ARNOLD, 2008; JALGAONWALAN, et al., 2011;
GIAUQUE; HAWKES, 2013). Podem também diferir entre os varios tecidos e orgaos
de uma mesma planta (MORICCA et al., 2012). Além de variar com a idade do
vegetal, altitude, umidade, precipitacdo anual, entre outros fatores, consistindo em
um grupo bastante diversificado (OKI et al., 2008; NASCIMENTO, 2009; VIEIRA et
al., 2011).

A infeccdo da espécie hospedeira pelos fungos endofiticos pode acontecer
horizontalmente ou verticalmente. O modo com que o fungo infecta uma espécie

vegetal pode alterar o tipo de interagdo endofitico-hospedeiro. Na forma horizontal a
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infeccdo ocorre por lesées naturais, como estdbmatos e hidatédios ou crescimento
das raizes, e lesdes artificiais, como injurias causadas por praticas agricolas e acao
de insetos ou outros animais. A infec¢gdo também pode ocorrer verticalmente pelas
sementes do hospedeiro, neste caso, o endofitico é difundido sistematicamente
entre geracoes da planta, podendo instalar-se durante toda a vida da hospedeira
(PETRINI, 1992).

Uma vez no hospedeiro os fungos endofiticos podem permanecem proximos
ao local de entrada ou se disseminarem pelo sistema vascular, caracterizando a
colonizagcdo como intra e intercelular limitada ou sistémica (BACON; WHITE, 2000;
ZINNIEL et al., 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005; MARINHO et al., 2005; JOHRI, 2006).
Geralmente, permanecem em um estado latente por toda sua vida ou por um
periodo prolongado, até que as condicbes ambientais lhe sejam favoraveis
(AZEVEDO, 1998; ALY, et al, 2011).

A relagdo que se estabelece entre endofitico-hospedeiro € complexa e
depende de vérios fatores, como caracteristicas do vegetal, do fungo, do ambiente,
entre outras (OWEN; HUNDLEY, 2004). Diversos autores discorrem sobre a
principal hipétese para esta relacdo a da simbiose mutualistica (FAETH, 2002;
SCHULZ; BOYLE, 2005; KOGEL et al., 2006). A hipétese de simbiose mutualistica é
a mais considerada, ja que ha na relacdao um beneficio para o fungo com o ganho
nutricional e protecdo contra estresse abiotico, enquanto a planta beneficia-se pela
protecdo contra a herbivora, devido a producao de alcaloides téxicos por parte do
fungo. (WHITE et al., 2000; SAIKKONEN et al., 2004). A protecao simbionte dos
micro-organismos é determinante para o sucesso ecoldgico da planta (SELOSSE et
al., 2004).

Dessa relacdo mutualista, caracterizada pelo recebimento de nutrientes e
protecao, o efeito benéfico da associacao planta-endofitico € muito significativo. Os
fungos podem desempenhar funcdes relevantes para sanidade vegetal, protegendo
as plantas contra pragas e patdgenos, aumentando o crescimento, enraizamento,
resisténcia a estresses por fatores biéticos como os insetos, herbivoros, nematoides
parasitas e micro-organismos fitopatogénicos ou fatores abidticos tais como o pH,
temperatura, estresse hidrico, ventos fortes, salinidade, entre outros (AZEVEDO,
2010; OWNLEY et al., 2010; ARAUJO et al., 2010; KHARWAR et al., 2011). Além
disso, a sintese de compostos quimicos como enzimas, alcaloides, horménios e

antibiéticos pode ser induzida por condicbes de estresse a planta hospedeira, que
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interferem na interagdo da planta com o meio ambiente (NASCIMENTO, 2006).
Devido a todos esses beneficios os fungos endofiticos podem ser utilizados no
controle bioloégico de pragas, levando-os a se tornarem uma importante ferramenta
para a agricultura moderna (PEIXOTO NETO et al., 2002; JABER; VIDAL, 2009).

Contudo esse cenario de relagdes simbiontes pode se tornar mais complexo,
pois alguns fungos endofiticos produzem substancias quimicas caracterizadas
originalmente da planta hospedeira (ALY et al., 2013; KUSARI et al., 2013; GANDHI
et al.,, 2015). Acredita - se que essa capacidade pode estar relacionada a uma
‘recombinagdo genética” do endofitico com a planta, que acontece durante o
processo de evolucao (TAN; ZOU, 2001). Em algum momento durante essa co-
evolugao, pode ocorrer uma transferéncia horizontal de genes, o que permitiu que o
endofitico receptor executasse as mesmas reagoes biossintéticas para a producao
de metabolitos da planta doadora (ALY et al., 2010). E em alguns casos as relagdes
simbidnticas tornam-se extremamente complexas, como por exemplo, o do fungo
patogénico de plantas, Rhizopus, ao qual foi atribuido a sintese do composto
Rizoxina, e posteriormente descobriu-se que a sintese € feita pela bactéria
simbiética Burkholderia encontrada dentro do fungo (PARTIDA-MARTINEZ;
HERTWECK, 2005).

A habilidade do endofitico em produzir o mesmo metabdlito bioativo que
sua planta hospedeira pode reduzir a coleta de plantas raras, de crescimento
reduzido e ameacgadas de extingdo, aumentando assim, a preservacdo, da
biodiversidade (STIERLE et al., 1993). Além da possibilidade de empregar os fungos
endofiticos para a producdo abundante de novos metabdlitos secundarios
biologicamente ativos. Para isso a utilizagdo de condigdes controladas de
fermentacao, visando a otimizacéo (alteracdo dos parametros do processo como a
composicao do meio de cultivo, aeracdo, pO2, pCO2, pH, temperatura, forma de
agitacdo, amostragem e momento de coleta) da producdo de compostos pelos
endofiticos é fundamental (KUSARI, 2012).

Calcula-se que existam, aproximadamente, 400.000 espécies de plantas e
cada uma delas pode abrigar pelo menos entre trés a seis espécies de fungos
endofiticos. Com isso, estima-se que a diversidade de fungos endofiticos seja
enorme, cerca de 1,5 milhées de espécies a nivel mundial (STROBEL et al., 2004).
Deste total, apenas cerca de 10% foram descobertos e estudados, e apenas 1%
foram alvo de estudo quanto a sua capacidade de produgdo de metabolitos
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secundarios (GUO et al.,, 2008). Estudos mais recentes, considerando a alta
diversidade de fungos associados ao clima tropical, sugerem que a proporcado do
namero total de espécies de fungos endofiticos para cada hospedeiro, seja muito
superior, aproximando-se de 5,1 milhdes de espécies (GAMBOA et al.,, 2003;
BLACKWELL, 2011).

Os fungos endofiticos representam uma fonte inexplorada de produtos
naturais novos e bioativos com um amplo espectro de atividades biolégicas. Mesmos
com apenas 1% dos fungos endofiticos estudados mais de 20000 substancias foram
descritas de acordo com Ownley et al., (2010), sendo que destas 51% apresentam
estruturas inéditas e 80% atividade biol6égica (PARANAGAMA et al., 2007; YANG et
al., 2012). Em reviséo publicada em 2001, Tan e Zou ja descreviam 184 metabdlitos,
isolados de 59 fungos, sendo 96 destes inéditos.

Os metabdlitos secundarios ja isolados de extratos de fungos endofiticos
pertencem a inumeros grupos estruturais, como as xantonas, esteroides,
terpenoides, fendis, isocumarinas, derivados perilenos, furandionas, quinonas,
depsipeptideos e citocalasinas (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Organismos filamentosos como os fungos e os actinomicetos, se constituem
na principal fonte de metabdlitos secundarios com atividade frente a micro-
organimos (DEMAIN; FANG 2000). Quanto a atividade antimicrobiana,
especificamente, os compostos ativos isolados de fungos endofiticos pertencem a
diversas classes estruturais de metabdlitos tais como os alcaldides, peptideos,
fendis, flavonoides, terpendides, esterdides e quinonas (YU et al., 2010; RADIC;
STRUKELJ, 2012).

Em estudos realizados com plantas no Brasil varios autores reportaram a
producdo de metabdlitos secundarios biologicamente ativos por endofiticos como
Xylaria sp., Fusarium moniliforme, Colletotrichum sp., Guignardia sp. e também
Phomopsis sp. (LU et al., 2000; RODRIGUES, et al., 2000; GOMES, 2008).

Segundo a teoria ecolégica, a producdo metabdlica do fungo depende do
nicho ecoldgico no qual o micro-organismo estd inserido e das consequentes
interacdes biodticas e abibticas. Isto sugere que a selecado da planta hospedeira para
estudo deve ser realizada com espécies vegetais de diferentes biomas,
principalmente as que enfrentam frequentes e intensas alteragbes no ambiente
como plantas de florestas tropicais, regides éaridas, manguezais, entre outros
(CHAPLA et al., 2013).
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Neste sentido, as florestas tropicais sdo consideradas ecossistemas com
grande biodiversidade, principalmente a Mata Atlantica. Esta diversidade bioldgica
implica em diversidade quimica, ja que no contexto da corrida evolucionaria,
sobrevive o organismo capaz de estar em constante inovagcao quimica (BILLS,
2002). De fato, os mesmos autores mostram que fungos endofiticos de ambientes
tropicais, fornecem um maior nimero de compostos além disso, notaram que é
significativamente elevado o numero destes micro-organismos produzindo diversos
metabdlitos secundarios ativos, se comparado com os fungos de florestas
temperadas. Esta observacdao sugere a importancia do ambiente em que a planta
hospedeira esté inserida sobre o metabolismo dos endofitico (CHAPLA et al., 2013).

Devido a descoberta do grande potencial dos fungos endofiticos, nos ultimos
anos a atencao dos quimicos de produtos naturais foi atraida, conforme indicado
pelo aumento constante de publicacées dedicadas a este tema (ALY et al., 2010;
CHAPLA et al., 2013).

Contudo dentre as aproximadamente 400 mil espécies de plantas existentes,
poucas foram as espécies vegetais estudadas em relagdo a sua comunidade
endofitica. Consequentemente é grande a oportunidade de descoberta de novos
micro-organismos endofiticos de plantas de diferentes ecossistemas, gerando um
potencial novo campo de estudo, no que se referem as aplicacbes dos seus
metabdlitos (STROBEL et al., 2002; PEIXOTO NETO et al., 2004; AZEVEDO, 2010;
KUSARI et al., 2011).

2.1.1 Atividade Antimicrobiana dos Fungos Endofiticos

A resisténcia de bactérias e fungos aos antibidticos representa, na
atualidade, um grave problema de Saude Publica a nivel mundial. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam para a proliferacdo descontrolada
das resisténcias microbianas aos antibiéticos convencionais, que perdem
gradualmente eficacia clinica, complicando o tratamento de futuros doentes e
exigindo a utilizacdo de antibidticos de amplo espetro na terapéutica de infeccoes
mais simples (OMS, 2012). Ao mesmo tempo em que acontece a perda da eficacia

dos antimicrobianos conhecidos, hd uma redugdo no desenvolvimento de novos



20

antimicrobianos, o tempo estimado de pesquisa e desenvolvimento de um novo
medicamento € de 10 a 20 anos e se seguirmos essa tendéncia, o arsenal
terapéutico contra os micro-organismos resistentes se esgotardo em pouco tempo
(OMS, 2012).

Devido a crescente resisténcia aos farmacos antimicrobianos faz-se
necessaria a prospeccao de novos compostos com atividade antagbnica a micro-
organismos patogénicos e suas linhagens resistentes.

Antibioticos produzidos por micro-organismos sao definidos como produtos
naturais organicos de baixo peso molecular, ativos em baixas concentracdes contra
outros micro-organismos (DEMAIN, 2002). Os fungos endofiticos, frequentemente,
sao fontes destes antibioticos, podendo inibir ou matar uma variedade de agentes
causadores de doencas, como bactérias, fungos, virus e protozodrios que afetam
humanos e animais (STROBEL; DAISY, 2003). Estudos sugerem que a agao
antimicrobiana de algumas espécies de plantas, poderia estar relacionada a sua
comunidade endofitica e que o principio ativo antimicrobiano pode ser produzido
pelo micro-organismo e ndo propriamente pelo vegetal, ou provavelmente pela
interacao planta-hospedeiro (CORRADO; RODRIGUES, 2004).

Varios agentes bioativos com atividade antimicrobiana tém sido isolados de
fungos endofiticos, como a Coronamicina, um antibiético peptidico produzido pela
actinobactéria endofitica Streptomyces sp., isolada a partir de Monstera sp. Ela é
ativa contra os fungos pitiaceos, o fungo patogénico humano Cryptococcus
neoformans e o parasita da malaria, Plasmodium falciparum (EZRA et al., 2004).

Agentes antivirais isolados a partir de fungos endofiticos tambem sao
relatados, como por exemplo, o acido citonico A e B, isolados do fungo enddfito
Cytonaema sp. Estes compostos sdo inibidores do Citomegalovirus (hCMV) e da
protease humana (GUO et al., 2000).

A partir da fermentagdo de um fungo endofitico Phomopsis sp., obtido da
planta medicinal Erythrina crista, Weber et al., (2004), encontraram um novo
antibiético, uma Lactona Policetidica.

O policetideo Citrinina, obtido do fungo endofitico Penicillium janthinellum a
partir de frutos de Melia azedarach, apresentou 100% de atividade bactericida contra
Leishmania sp. (MARINHO et al., 2005).

Guo et al., (2008), isolaram fungos endofiticos a partir de quatro tipos de
plantas medicinais da familia Euphorbiaceae. Detectaram a atividade antibacteriana
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dos mesmos, encontrando onze linhagens pertencentes aos géneros Alternaria,
Fusarium, Chaetomium, Coniothyium e Phomopsis. Com consistente atividade
contra as bactérias testadas, dentre elas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Trisuwan et al., (2010), observaram a atividade antibacteriana e antimalarica
dos metabolitos Fusarantraquinona, Fusarnafitoquinona A, B e C e Fusarona,
isolados do fungo endofitico Fusarium sp. da planta Annella sp.

Devi et al.,, (2012), isolou o composto com atividade bactericida 3,1'-
didehydro-  3[2"(3",3"- dimethyl-prop-2- enyl)-3"-indolylmethylene]-6- methyl
piperazina-2,5-diona do fungo endofitico Penicillium chrysogenum hospedeiro da
planta Porteresia coarctata. Outro metabdlito com atividade bactericida foi isolado do
endofitico Neurospora crassa obtido de Rhizophora mucronata (JOEL; BHIMBA,
2013).

Xiao et al.,, (2013), isolaram a Flavipina, do endofitico Chaetomium
globosum, da planta Ginkgo biloba. O composto apresentou atividade antifungica
contra Fusarium graminearum.

Wellensiek et al., (2013), encontraram resultados positivos, quanto a
avaliacao da capacidade de inibicdo de replicacao do virus HIV-1, em linfocitos T,
dos fungos Phoma sp., Alternaria tenuissima e Aspergillus sp., associados as
plantas Ephedra sp., Quercus emoryi e Caesalpinia gilliesii, respectivamente.

O antibiético Trichodermaerina foi isolado por Xie et al., (2013) do endofitico
Trichoderma erinaceum hospedeiro da Acanthaster planci.

Portanto, a pesquisa de novas substancias com potencial antimicrobiano
permite a ampliagdo das ferramentas para o controle dos micro-organismos, que
vém adquirindo resisténcia aos farmacos ja existentes e também para o combate de

varias outras doencas.

2.1.2 Atividade Antiproliferativa dos Fungos Endofiticos

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) o cancer é um conjunto de
mais de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado de células
que sdo capazes de invadirem tecidos e érgaos. Dividindo-se rapidamente, estas

células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacao de
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tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo. De acordo
com estimativas mundiais da Organizagdo Mundial da Saude, houve 14,1 milhdes de
casos novos de cancer e um total de 8,2 milhGes de mortes por cancer, em todo o
mundo, em 2012 (INCA, 2014).

Conforme descrito pelo INCA (2010) existem trés abordagens principais para
o tratamento do céncer estabelecido a excisdo cirurgica, a radioterapia e a
quimioterapia, sendo que o papel de cada uma delas ira depender do tipo de tumor e
do estagio de seu desenvolvimento.

A maioria dos farmacos antineoplasicos interfere no ciclo celular, ja que as
células tumorais multiplicam-se com maior rapidez do que a maioria das células
normais. Contudo, comumente, quando se administra um farmaco antineoplasico,
apenas uma pequena fracdo da dose reage com os sitios de acdo. A maior parte da
dose € distribuida aos érgédos sadios, causando-lhes toxicidade (PIMENTEL et al.,
2011). Além da alta toxicidade os antineoplasicos também sofrem limitac6es contra
as células tumorais multirresistentes as drogas (ZHANG et al., 2010).

Drogas antitumorais desenvolvidas a partir de recursos naturais séo
pesquisadas em todo o mundo. Estima-se que mais de 60% dos farmacos utilizados
atualmente no tratamento do cancer, sdo derivados de compostos secundarios do
metabolismo de plantas superiores (NEWMAN et al., 2003).

Uma importante descoberta realizada foi a do fungo endofitico Taxomyces
andreane, capaz de produzir o Paclitaxel-Taxol (figura 1), um poderoso
anticancerigeno, utilizado no combate a diversos tipos de cancer e que ja
movimentou mais de 9 bilhdes de dolares (STIERLE et al., 1993). Até entao,
acreditava-se que a Unica fonte dessa substancia era a planta Taxus brevifolia
(Taxaceae). Outros fungos isolados de plantas do género Taxus L. também tém a
capacidade de produzir Taxol (HEMPHILL, 2006; PEIXOTO NETO et al., 2004). O
fungo Stegolerium kukenani endofitico da espécie tropical Stegolepis guianensis, é
outro exemplo de fungo endofitico capaz de produzir o complexo diterpendide Taxol
(STROBEL et al., 2001; GANGADEVI; MUTHUMARY, 2008). Em 2012, Elavarasi e
colaboradores isolaram o complexo Taxol do fungo endofitico Fusarium oxysporum,

encontrado na planta Rhizophora annamalayana.
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Figura 1- Férmula do Paclitaxel (Taxol).

Fonte: TAN; ZOU (2001).

Outras drogas utilizadas na quimioterapia como a Vincristina e a Vinblastina,
isoladas da Catharantus roseus, foram isoladas do fungo endofitico Fusarium
oxysporum obtido da mesma planta (FELLOWS, 1995; CARVALHAES et al., 2002;
JALGAONWALA et al., 2011).

Em estudo Kumala et al., (2007) avaliou a potencialidade dos fungos
endofiticos na produg¢édo de compostos antitumorais. Apés o isolamento do composto
Bruceocina foi notada acdo anticancerigena do fungo endofitico Fusarium
chlamydosporum, hospedeiro da planta Brucea javanica.

Um composto derivado de 9,10-antracenediona, isolado dos endofiticos
Halorosellinia sp. e Guignardia sp., fungos de manguezais, demonstrou forte
atividade contra as células cancerigenas KB e KBv200 (ZHANG et al.,, 2010). A
Podofilotoxina, também utilizada no tratamento de cancer, é encontrada em espécies
vegetais do género Podophylum e foi relatada nos fungos endofiticos Trametes
hirsuta e Phialocephala fortinii (ALY et al., 2011).

Muitos dos casos de cancer ainda nao dispdéem de tratamento adequado e
novos alvos terapéuticos precisam ser conhecidos e testados (COSTA- LOTUFO et
al., 2010).

Nao é dificil verificar o elevado potencial de producdo de metabdlitos
secundarios pelos fungos endofiticos. Assim, o estudo dos fungos endofiticos
visando a bioprospeccéo, a descoberta e a industrializacdo de novos compostos

antiproliferativos é uma area fascinante para pesquisadores.
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2.1.3 Atividade Antiparasitaria dos Fungos Endofiticos

A leishmaniose visceral (LV) é uma das doengas tropicais prioritarias para a
Organizacao Mundial da Saude, pois é considerada endémica em mais de 60 paises
(ALVAR et al., 2012). Entretanto, a maior parte dos casos (cerca de 90%) abrange
paises de clima tropical e subtropical. A epidemiologia da LV no Brasil tem sofrido
mudancas significativas nos ultimos 30 anos. Embora a maior parte dos casos ainda
ocorra na Regido Nordeste, a doenca, apresentou uma grande expansao para
outras regides, notadamente a Regido Norte, mas afetando também as Regides
Centro-Oeste e Sudeste, nesta ultima particularmente os Estados de Minas Gerais e
Séo Paulo (GONTIJO; MELO, 2004; MSB, 2010).

Diversas substancias estdo sendo testadas como quimioterapicos
antileishmanioses, sendo que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de
vias metabdlicas vitais e especificas do parasita. Os farmacos de primeira escolha
para o tratamento, ainda sdo os antimoniais pentavalentes (Sb5+). Alguns grupos de
farmacos atuais utilizados contra leishmanioses sdo as Amidinas, Poliénico,
Aminoglicosideos e Hexadecilfosfocolina (miltefosina), sendo que alguns
apresentam elevada toxicidade para o paciente (BEZERRA et al., 2004).

A descoberta de propriedades terapéuticas de compostos ativos produzidos
por fungos endofiticos tem despertado o interesse pela investigagdo de novas
opcoes de tratamento da leishmaniose (CROFT; COOMBS, 2003). Todavia, poucos
metabolitos secundarios com atividade antileishmania tém sido reportados na
literatura. Destacando-se os produzidos pelos fungos endofiticos Penicillium
janthinellum, a Citrinina (MARINHO et al., 2005). E pelo Cochliobolus sp., a
Cochlioquinona A e Isochlioquinona A (CAMPOS et al., 2008).

Martinez-Luis et al., (2008; 2009) isolaram sete compostos com atividade
antileishmania provenientes do fungo endofitico Edenia sp: Preusomerina EG i,
Palmarumicina CP ,, Palmarumicina CP 17, Palmarumicina CPg Palmarumicina CP
19, 5- metilocracina, CJ- 12,371. Do fungo endofitico Mycosphaerella sp., foi isolado
o metabolito secundario Cercosporina também com atividade antileishmania
(MARTINEZ-LUIS et al., 2011).

Santiago et al., 2011 isolou 564 fungos endofiticos de duas angiospermas
provenientes da Antartida. Foram testados quanto a sua capacidade leishmanicida
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contra a forma promastigota de L. amazonensis e destes, dezenove apresentaram
atividade.

Santos et al., (2012), testaram o extrato da folha de Eugenia uniflora frente a
linhagens de promastigostas de Leishmania braziliensis, obtendo resultados eficazes
de inibicdo. Os autores sugerem que a E. uniflora possa ser uma fonte alternativa de
produtos naturais com atividade contra L. brasiliensis.

Neste sentido, devido a grande dificuldade de encontrar farmacos
antiparasitarios que garantam uma acao terapéutica eficiente e menos toxica ao
hospedeiro, os fungos endofiticos, produtores em potencial de compostos

antileishmania devem continuar a serem estudados.

2.2 A FAMILIA Myrtaceae E A ESPECIE Eugenia pyriformis

A familia Myrtaceae Juss. pertencente a ordem Myrtales, que reune 12
familias botanicas consiste em aproximadamente 130 géneros e 4.000 espécies de
acordo com Lorenzi et al., (2006), distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do
globo, principalmente nas Américas e na Australia (SOUZA; LORENZI, 2005). No
Brasil, espécies de Myrtaceae restringem-se a tribo Myrteae, subdividida
classicamente em Myrtinae, Eugeniinae e Myrciinae (LUCAS et al., 2005.; WILSON
et al., 2005). Sendo uma das maiores familias do pais em numero de espécies,
1.038 dessas 972 espécies endémicas (GIULIETTI et al., 2005). Essa familia se
destaca como uma das mais importantes da flora brasileira, segundo Vieira et al.,
(2004), sendo a de maior riqueza especifica na Mata Atlantica (FARIAS et al., 2009;
ARMSTRONG et al., 2012).

Espécies da familia Myrtaceae sdo constantemente relacionadas como
produtoras de compostos secundarios, especialmente compostos fendlicos (PAULA,
2008; PIETROVSKI et al., 2008; REYNERTSON et al.,, 2008). Investigacdes
fitoquimicas destas espécies revelaram a presenca de varias classes de metabdlitos
secundarios, tais como flavonoides, monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos,
esterois e tanino (LIMBERGER et al., 2001; MARKMAN et al., 2004; VALLILO et al.,
2008; MARIN et al., 2008).
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Eugenia L. € um dos maiores géneros da familia, com uma ampla
distribuicdo nas Américas Central e do Sul (MERWE et al., 2004). E um taxon
importante, pois apresenta um valor nutricional, comercial e potencial de
aproveitamento na obtencao de farmacos (DONADIO et al., 2002). Em uma revisao
por Auricchio e Bacchi (2003) sobre a E. uniflora L. , confirmou-se os efeitos
analgésicos, anti-inflamatérios, anti-hipertensivos e anti-diabéticos desta espécie.
Estudos posteriores demonstraram que a mesma espécie exibiu atividades
antimicrobianas, antioxidantes e atividade leishmanicida (AURICCHIO et al., 2007).

A Eugenia pyriformis (Cambess) popularmente conhecida como uvaia,
uvalha, ubaia, uvaieira (figura 2), € uma espécie arbdére nativa da Mata Atlantica
brasileira de porte médio entre 5 e 15 m de altura, com crescimento relativamente
rapido. A arvore apresenta uma copa alongada formada por uma folhagem sericea,
subcoriaceas e acetinadas na superficie inferior, caracteristica que Ihes confere um
brilho particular, flores solitarias brancas e frutificagdo precoce (LORENZI, 2002;
SCALON et al., 2004b).

Os frutos desta espécie séo indeiscentes, carnosos, piriformes, pilosos e
com coloracado amarela e comestiveis, de sabor adocicado e acidulado, podendo ser
utilizados na fabricacao de suco, vinagre e vinho (FRANZON et al., 2004; SOBRAL,
2013). O fruto é uma baga, quimicamente composto por 90,7% de agua, 7,5% de
sélidos soluveis, com sdlidos soluveis totais (SST) / acidez total titulavel (ATT), 1009
-1 de vitamina C e de 1,5% de acidez, entretanto a sua alta perecibilidade restringe a
comercializacao in natura (DONADIO, 1997; SCALON et al., 2004a; RUFINO et al.,
2009).

A planta pode ser cultivada em pomares e empregada na medicina popular,
seus frutos apresentam altos niveis de atividade antioxidante e compostos fendlicos
(STEFANELLO et al., 2009; ARMSTRONG et al., 2012). Stefanello et al., (2009)
pesquisou a composicao do 6leo essencial da folha e das flores de E. pyriformis e
encontrou principalmente sesquiterpenos e uma pequena quantidade de
monoterpenos. Os constituintes principais do éleo da folha foram o a-cadinol, epi-a-
cadinol, &-cadineno e biciclogermacreno 3. Ja& no Oleo essencial das flores
encontraram a presencga de compostos aromaticos. Sendo os principais constituintes
o E-cariofileno (22,8%) e Germacreno D (15,3%).

Schmeda-Hirschmann et al., (1987) e Theoduloz et al., (1988) encontraram
nas folhas de E. pyriformis flavonoides com propriedades inibidoras da xantino-
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oxidase, uma enzima envolvida na conversao da xantina em acido urico, que pode
atuar no tratamento da gota humana.

Segundo Stieven et al., (2009) o fruto da Eugenia pyriformis apresentou
atividade bacteriostatica frente a cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Souza et al., (2014) também obtiveram bons resultados com extratos brutos
e fragdes do caule e folhas de E. pyriformis frente a bactérias gram positivas,
negativas e leveduras. Assim como Chavasco et al., (2014) que testou extratos das
sementes e folhas.

Apesar de inumeros trabalhos com a Eugenia pyriformis, nado ha relatos na
literatura sobre isolamento e bioprospeccdo de fungos endofiticos da espécie.
Motivando a sua escolha para esse estudo, visto que pesquisas sobre a planta
demonstram grande potencial para a producdo de metabdlitos ativos. Além de,
pertencer ao género Eugenia da familia Myrtaceae, que apresenta espécies de

plantas com um numero elevado de fungos endofiticos isolados.



Figura 2- Arvore de Eugenia pyriformis, popularmente conhecida

como Uvaia.

Fonte: Do autor.
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3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental consistiu no isolamento e selecao de fungos endofiticos
conforme descrito na figura 3. Posteriormente os endofiticos selecionados foram
submetidos a avaliacao das atividades biol6gicas antimicrobianas, antiproliferativas e

antiparasitarias.

3.1 MATERIAL VEGETAL E LOCAL DAS COLETAS

As coletas das folhas saudaveis de uma espécime adulta de Eugenia
pyriformis (Uvaia) foram realizadas na zona rural do municipio de Alfenas, no estado
de Minas Gerais, Brasil (21° 24’ 563.3” S e 45° 52’ 13.8” W). Para obtencédo do
material vegetal foram realizadas duas coletas no periodo do Outono, a primeira no
dia 08/04/2013 e a segunda no dia 10/06/2013 ambas na parte da manha.
Posteriormente a coleta, ramos com flores foram depositados no herbario da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL- MG) para exsicata, sob o numero UALF
2537.

3.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS A PARTIR DE PLANTAS DA
ESPECIE Eugenia pyriformis.

As folhas foram levadas ao Laboratério de Bioprocessos, onde foram
previamente lavadas sob agua corrente e submetidas a desinfeccao superficial por
imersao em etanol 70% (v/v) por 1 minuto, hipoclorito de sédio 3% por 2 minuto, e
etanol 70% (v/v) por 30 segundos, sendo lavadas em agua destilada apds o
processo (PETRINI et al., 1992; SCHULZ et al., 1993). Discos de folhas de 2,5 mm
de diametro foram retirados utilizando um perfurador esterilizado (GAMBOA, et al.,
2003).
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Discos de folhas foram transferidos, em numero de sete fragmentos por
placa, para placas de Petri (90 mm didmetro) contendo meio de cultura MA2 (extrato
de malte 2%, agar 2%) acrescido de sulfato de estreptomicina (50 mg/L) para
suprimir crescimento de bactérias. Aliquotas de agua destilada esterilizada utilizada
ao final do processo de desinfeccdo foram plagueadas em meio Agar-Batata-
Dextrose (ABD), para avaliar se o processo de desinfeccdo foi bem sucedido e
assegurar que somente os fungos endofiticos seriam isolados. As placas de Petri
foram incubadas em estufa tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), na
temperatura de 28°C. As placas foram avaliadas diariamente, por um periodo de
aproximadamente 7 dias, para a verificacdo da ocorréncia de crescimento de
coldnias fungicas a partir do material vegetal inoculado. Todos os fungos detectados
foram transferidos para placas de Petri de 60 mm contendo o meio ABD, sem
antibiéticos por sete dias no DBO a 28°C.

3.3 CONSERVAGAO DOS FUNGOS

Culturas representativas das espécies isoladas foram preservadas em tubos
inclinados contendo meio de cultura ABD. Apéds cinco dias de crescimento a 28°C no
DBO, foram estocados sob-refrigeracdo em geladeira a 8°C até o0 momento de sua

utilizacéo.

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS FUNGICOS

Para a obtencdo dos metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos, os
isolados foram repicados, primeiramente, em meio de cultura ABD por sete dias a
28°C e em seguida submetidos ao processo de fermentacao.

Discos (5 mm) de micélio das culturas recentes em ABD foram cortados e
inoculados em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de caldo para
fermentacdo Czapeck (Tabela 1) e incubados a 28°C, por 14 dias, em condicbes

estaticas e na auséncia de luz.



31

A fermentacdo microbiana como meio de producao de substancias bioativas
tem varias vantagens, como a possibilidade de reproducao e produtividade segura,
ja que o micro-organismo cultivado em tanques de fermentagédo se torna uma fonte
potencialmente inesgotavel. Além disso, 0s micro-organismos geralmente
respondem de forma favoravel as técnicas rotineiras de cultura (TEJESVI et al.,
2007; SPECIAN et al., 2014).

Tabela 1- Composicdo do Meio de Fermentacao, Caldo Czapeck.

Componentes Quantidade
CeH 1206 30,09
NaNO, 209
K:HPO, 1,09
MgS0O,.7H,0O 059

KCI 059
FeS0,.7H.,0 0,01g
Extrato de Levedura 1,09

Agua Destilada gsp 1000 mL

Fonte: Do autor.

Apobs o periodo de crescimento, o micélio foi separado do meio de cultura
por filtracdo a vacuo com papel filtro. O filtrado obtido foi separado por particao
liquido-liquido com o solvente Acetato de Etila na proporgéao de (1:1) v/v.

O extrato organico obtido foi concentrado em evaporador rotativo a vacuo,
na temperatura de 45°C e pressao de 1,5 atm, a massa de extrato bruto obtido foi
mensurada para calculo do rendimento.

Para controle negativo nos testes posteriores foi utilizado o extrato do caldo
Czapeck sem inoculagcédo, obtido da mesma forma que os extratos contendo os

in6culos.
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3.5 PRE-SELECAO DAS LINHAGENS FUNGICAS POR MEIO DA
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR HALO DE INIBICAO

Visando selecionar os micro-organismos endofiticos isolados com atividade
antimicrobiana, foi realizada uma selecao primaria através da técnica de difusdo em
Agar, realizada utilizando o método de Pour Plate. Um volume determinado das
suspensdes microbianas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram-positiva),
Escherichia coli 25922 (Gram-negativa) e Candida albicans ATCC 10231 foi
padronizado de forma a obter um crescimento no agar de 3x10® UFC. mL™" para as
bactérias e 3x10° UFC. mL™" para a levedura. Sendo inoculado em meio Agar Mueller
Hinton para as bactérias e fungos, a mistura foi homogeneizada delicadamente.

Apbés a homogeneizacdo, 30 mL do meio, inoculado com os micro-
organismos, foram imédiatamente vertido em placas de petri previamente
esterilizadas. Apos a solidificagdo, foram feitos pogcos no meio de cultura das placas
onde foi colocada uma aliquota de 25 pL de extrato resuspendido com
Dimetilsulféxido (DMSQO). Os volumes de DMSO para a ressuspensao variaram de
100 a 500 pug/mL conforme o rendimento dos extratos. Os volumes foram obtidos por
meio da formula (500 mL DMSO para 0,1g de extrato), visando uma concentracao
fixa aproximada de cada extrato. As placas, entdo, foram incubadas por 24 horas a
37°C.

O DMSO e o extrato obtido do caldo Czapeck sem inéculo foram utilizados
como controle e o ensaio foi realizado em triplicata.

A andlise dos resultados do teste permitiu selecionar os micro-organismos
potencialmente produtores de substancias com atividade antimicrobiana, levando em

consideracao a formacao do halo de inibicao ao redor dos pocos.



Figura 3- Fluxograma de todo o processo de obtengao dos extratos.
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Fonte: Do autor.
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3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A metodologia utilizada foi a de microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas

de 96 pocos de acordo com as instrucbes do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005) segundo Sarker et al., (2007) com modificagées.

3.6.1 Micro-organismos utilizados e preparo dos in6culos

Para a avaliacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) foram utilizadas

cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas (tabela 2), gentilmente cedido

pelo Laboratério de Microbiologia e Imunologia Basicas da UNIFAL-MG. Os micro-

organismos foram previamente cultivados (24 horas) e suas suspensbes foram

preparadas em solucdo salina (NaCl 0,9%) esterilizada a 75% de transmitancia em

660 nm, de modo a fornecer 3x108 UFC mL™" para as bactérias.
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Tabela 2- Micro-organismos utilizados nos teste de microdiluicdo em caldo.

Micro-organismos Identificacao Classificacao
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram — positiva
Micrococcus luteus ATCC 9341 Gram — positiva
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram — positiva
Serratia marcescens LMI-UNIFAL? Gram — positiva
Escherichia coli ATCC 25922 Gram — negativa
Staphylococcus epidermidis ATCC 22228 Gram — negativa
Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL? Gram — negativa
Proteus mirabilis ATCC 25933 Gram — negativa

Fonte: Do autor.
Nota: a) Isolado e Mantido pelo Laboratério de Microbiologia e Imunologia Basicas da UNIFAL-MG.

3.6.2 Avaliagao da concentragéo inibitéria minima (CIM)

Para o ensaio de CIM foram preparadas duas solucbes dos extratos
fungicos. A solucdo mae (S1) continha 0,025g de extrato, 500 uL DMSO e 500 uL de
Alcool Absoluto. A solugdo dois (S2) utilizada no teste continha 160 pg de S1 e 840
UL de caldo Mueller Hinton.

Em cada poco das microplacas de 96 pocos, foram depositados 50 L de
caldo Mueller Hinton para bactérias, 50 uL de solucao do extrato fungico e mais 50
UL da suspensdo do micro-organismo. A diluicdo seriada foi feita com o objetivo de
obter uma mistura final com 100 pL por pogo. As faixas de concentragdes utilizadas
foram 1000 pg; 500 pg; 250 ug; 125 ug; 62,50 ug; 31,25 pg; 15,62 ug; 7,81 pg; 3,90
ug; 1,95 ug de substancia por mL da mistura final.

Um dos pocgos de cada placa foi utilizado como controle do crescimento
bacteriano, adicionando a ele 100 pL dos meios de cultura mais 100 pL da
suspensao de micro-organismos. Um poco foi utilizado para o controle de
esterilidade dos meios de cultura utilizados e em outro foi feito o controle negativo
dos solventes utilizados na solubilizagdo dos extratos (Etanol e Dimetilsulfoxido).
Cada extrato testado também foi depositado em um pogo para controle.

As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas para as bactérias.
Posteriormente foram acrescentados 50 pL do revelador Resazurina a 0,01%, as
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placas foram novamente encubadas nas mesmas condi¢coes e apos 2 horas a leitura

foi feita.

3.6.3 Avaliagéo da concentracao bactericida e fungicida minima (CBM)

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas como inéculo as
concentragbes que nao apresentaram crescimento microbiano no teste de
concentragao inibitéria minima. Foram retirados 50 uL de cada pog¢o e inoculados
em placa com meio Mueller Hinton e posteriormente incubadas a 37°C, por 24 horas.

A concentragdo bactericida ou fungicida minima foi aquela em que néao

houve crescimento no agar inoculado, ou seja, 99,9% de morte microbiana.
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3.7 DETERMINACAQO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Para a avaliacdo da atividade citotéxica dos exiratos o ensaio da
Sulforodamina B (SRB) de acordo com Monks et al., (1991), foi utilizado. O
experimento foi realizado no CPQBA — Unicamp - Campinas/SP.

Dez linhagens de células tumorais humanas (tabela 3), gentilmente cedidas
pelo National Cancer Institute (NCI - EUA), foram utilizadas no ensaio. Anteriormente
mantidas em 5 mL de meio RPMI suplementados com 5% de soro fetal bovino e
incubadas a temperatura de 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO..

Tabela 3- Linhagens celulares empregadas na avaliagdo de atividade antiproliferativa.

Linhagem Orgao/Doenca Origem Embrionaria
U251 SNC; Glioma Ectoderme
HaCat 2 Pele; Queratinocitos Ectoderme

imortalizados

MCF-7 Mama; Adenocarcinoma Ectoderme
NCI-ADR/RES"® Ovario; Adenocarcinoma Ectoderme
786-0 Rim; Adenocarcinoma Mesoderme
NCI-H460 Pulmao; Carcinoma tipo nao Endoderme

pequenas células

PC-3 Préstata; Adenocarcinoma Mesoderme
OVCAR-3 Ovario; Adenocarcinoma Mesoderme
HT-29 Célon; Adenocarcinoma Endoderme
K562 Medula Ossea; Leucemia Mesénquima

Mieldide Crobnica.

Fonte: Do autor.

Nota: a) Linhagem humana n&o tumoral b) esta linhagem apresenta resisténcia a multiplos farmacos.

Foram inoculados 100 pyL/compartimento, em placas de 96 compartimentos
(Nunc®), de uma suspensdo com densidade de inoculagdo entre 3x10* e 6,5x10*
cel/mL em meio RPMI/SFB acrescido de 50 pg/mL de gentamicina (Schering Plus®).
Apoés 24h de incubagéo a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, foi adicionada
100uL/compartimento da amostra a ser testada em quatro concentragdes distintas
(0,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 25 pg/mL e 250 pug/mL).
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Para preparacdo das amostras, uma aliquota de 10mg dos extratos foi
dissolvida em 100uL de DMSO. Em seguida, 50uL dessa solugdo-mae foi disperso
em 950 pL de meio RPMI/ 5% SFB, para preparacao da solugéo de trabalho. Esta foi
diluida sucessivamente, em meio de cultura, para preparagdo das concentracdes
finais de 0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL. A concentracdo final de DMSO nao devera
interferir no crescimento celular.

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina, nas
concentragbes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL. Neste momento, procedeu-se a
fixagdo com Acido Tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle chamada To, que
permitiu determinar qual a quantidade de células no momento da adicdo das
amostras.

Ao final de 48h de incubacdo, as células foram fixadas com 50 pL/
compartimento de TCA a 50% e as placas foram incubadas por 1h a 4°C; a seguir,
as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com agua destilada para
remocgao de residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. 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 60 minutos a 4°C; em seguida, foram lavadas, quatro vezes, com acido acético
1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10 pM e pH 10,5. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540 nm em leitor de
microplacas.

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

a) Se T > Ty — estimulo de crescimento celular;

b) Se T1 > T = Ty — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)];

c) Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ To];

Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem
célula;

T4 = absorbancia do branco de células;

To = absorbancia do controle de células na placa Ty.
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Graficos de porcentagem de crescimento em funcdo da concentracdo do
extrato foram gerados para cada uma das linhagens testadas. Trés concentracdes
efetivas denominadas de Gilso (do inglés growth inhibition), concentracdo necessaria
para interromper em 50% do crescimento celular e TGl (do inglés total growth
inhibition), concentragdo necessaria para que ocorra 0% de crescimento celular)
foram calculadas por regressdo néo linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software

Origin, versao 7.5.

3.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Para a avaliagdo da atividade antiparasitaria dos extratos o ensaio in vitro da
atividade leishmanicida (promastigotas) de acordo com Pereira et al., 2010 foi
realizado.

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram mantidas em meio
Schineider suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a
realizagdo dos testes foram transferidas a razao de 1x10° células/mL para placas de
24 pogos.

Para preparacdo das amostras, uma aliquota de 10 mg dos extratos foi
dissolvida em 1mL de DMSO. Em seguida, 50 pL dessa solugdo-mae foi disperso
em 3,12 uL de meio LIT (Liver Infusion and Tryptose), para preparacédo da solucao
de trabalho. Esta foi diluida sucessivamente, em meio de cultura, para preparacao
das faixas de concentracdo das amostras dos extratos utilizadas no ensaio de 20 a
160 pL/mL. As placas foram incubadas a 25°C por 72 horas e a leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 600 nm em leitor de
microplacas.

O meio LIT, acrescido de DMSO (6 pL) e de formas promastigotas foi

utilizado como controle no ensaio.
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3.9 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

As linhagens isoladas que apresentaram atividade bioldgica estdo em
processo de identificacdo no Laboratério de Sistematica e Ecologia de Fungos do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA/MG).
Para a identificacdo foi feito o micro-cultivo e o0s aspectos macro e micro-
morfolégicos das estruturas vegetativas e reprodutivas foram observados. Os
resultados estdo sendo comparados com base em literatura especifica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos conforme as metodologias propostas estdo descritos

nos itens posteriores juntamente com a discusséo.

4.1 ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS

A primeira etapa de experimentos foi crucial para a continuidade do trabalho.
J& que consistiu no processo isolamento de isolamento dos fungos endofiticos, que
foram avaliados nas etapas posteriores.

4.1.1 Experimento Piloto

Para isolamento de endofiticos faz-se necessaria a eliminacao dos micro-
organismos epifiticos. Visando a eliminacéo, é de vital importancia determinar com
precisdo o tempo e concentracdo de compostos que serdo utilizados durante o
tratamento de lavagem. A textura do material vegetal utilizado deve ser
exaustivamente verificada, no intuito de eliminar apenas 0s micro-organismos da
superficie vegetal, impedindo a destruicdo dos fungos endofiticos (PEREIRA et al.,
1993; SCHULTZ et al., 1993; FISHER et al., 1995).

A técnica utilizada basea-se na imersao das folhas em Hipoclorito de Sédio
3%, durante alguns minutos. Devido as caracteristicas particulares das folhas de
cada espécie, o tempo de imersao pode variar consideravelmente.

Fernandes et al., (2009) utilizaram no processo de desinfecgcédo de folhas de
Coffea arabica L. Hipoclorito de Sodio 3% durante quatro minutos, ndo observando
oxidagao dos fragmentos foliares, permitindo o isolamento de fungos endofiticos.

No presente estudo, visando a desinfeccao superficial das folhas, sem o
comprometimento do isolamento devido a oxidacado, foi realizado um isolamento

prévio (piloto) para determinar o tempo adequado de imersao no reagente.
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No piloto, folhas de Eugenia pyriformis, foram submetidas a desinfecgdo com
Hipoclorito de Sédio 3% durante quatro e dois minutos. No primeiro tempo foi
observado escurecimento das folhas, indicativo de oxidacdo. Apds sete dias de
incubacdo no DBO nao houve crescimento de col6nias e foi possivel constatar alta
oxidacao em todos os fragmentos. Em decorréncia deste resultado o tempo
determinado em hipoclorito de sédio foi de dois minutos, que se mostrou eficiente

para a desinfecgao superficial das folhas.

4.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A Eugenia
pyriformis

O processo de isolamentos dos micro-organismos teve como resultado o
isolamento de aproximadamente 200 fungos endofiticos, a partir das folhas de uma
arvore adulta de E. pyriformis.

A técnica de isolamento dos fungos endofiticos foi eficaz, ndo havendo
crescimento de micro-organismos no plaqueamento da ultima agua de lavagem.
Sugerindo que o tempo de dois minutos estabelecido para imersao em hipoclorito de
sbdio 3% no processo de desinfecc¢do das folhas foi adequado.

Das amostras de folhas Eugenia pyriformis coletadas no Outono, foram
observadas a partir do quarto dia de isolamento, colénias de fungos emergindo dos
fragmentos das folhas. O meio MA2 acrescido de sulfato de estreptomicina mostrou-
se eficiente para o isolamento de fungos endofiticos, ndo permitindo o crescimento
de bactérias.

A taxa de crescimento dos endofiticos durante o isolamento pode variar
conforme a espécie hospedeira. Soares et al., (2012) isolando endofiticos das folhas
de Eugenia uniflora L. observou o surgimento das colénias bacterianas e fungicas
apoés 48 horas de cultivo.

Pode - se dizer que o numero de isolados endofiticos encontrados no
presente estudo esta de acordo com os relatos da literatura, ja que o numero
costuma variar conforme a espécie. Varios fatores podem interferir na obtencéo de
isolados endofiticos, sao eles a temperatura e umidade, o pH do meio de cultura,
época de coleta das amostras e técnicas de isolamento. Além disso, micro-
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organismos que crescem lentamente, ou mesmo que nao crescem em ABD, podem
nao ser obtidos (PROMPUTTHA et al., 2007).

Carvalho, (2011) pesquisando a frequéncia de fungos endofiticos associados
a Rheedia brasilienses, isolou a partir de 245 fragmentos de folhas, 154 fungos
endofiticos. Tonial, (2010) isolou 128 fungos endofiticos das folhas da aroeira
Schinus terebenthifolius. Vieira et al., (2012) obteve 530 fungos endofiticos, isolados
Ixora coccinea L. Em estudo recente, Moreira, (2013) isolou 316 fungos endofiticos,
destes, 204 obtidos das folhas e 112 dos caules de Araucaria angustifdlia, Gnica
gimnosperma endémica do Brasil.

Dos aproximadamente 200 fungos endofiticos isolados, 100 foram colocados
para fermentar, submetidos a parti¢do liquido-liquido com solvente e rotoevaporados
para obtencdo dos extratos fungicos. Os fungos e consequentemente os extratos
foram nomeados com o numero da folha seguido pelo nimero do fragmento dos
quais foram isolados. A massa dos extratos brutos obtida ap6s a fermentagdo em
100 mL de caldo Czapeck foi mensurada para calculo dos rendimentos. Os valores
estdo expostos no quadro 1 ( apéndice A). Os extratos foram entdo submetidos a

pré-selecao.
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4.3 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Conforme os resultados obtidos na triagem dos extratos foi possivel
observar e selecionar os fungos com maior potencial antimicrobiano para a

realizacado dos testes de CIM e CBM.

4.3.1 Pré-selecao por halo de inibicao

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um
método fisico, no qual um micro-organismo é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em um meio de cultura solido. A interpretacdo do ensaio
relaciona-se ao tamanho da zona de inibicdo de crescimento do micro-organismo
desafiado com a concentracdo da substancia testada (PINTO et al.,, 20083;
OSTROSKY et al., 2008). No presente estudo a técnica utilizada para a realizacao
do teste foi a de perfuragao do agar.

O teste de difusdo em Agar para a pré-selecao das linhagens fangicas foi feito
com os extratos fungicos obtidos a partir do fermentado e observamos a inibicdo do
crescimento pela formacédo do halo. O teste foi feito em ftriplicata e as médias dos
resultados estao expostas no quadro 1 (apéndice A).

De acordo com os dados do quadro 1 podemos observar que o S.aureus foi
inibido por um maior numero de extratos, 34 extratos apresentaram a formacgéo de
halo. Em comparacdo com a C.albicans que teve seu crescimento inibido por 12
extratos, ja para E.coli esse numero foi ainda menor, 8 extratos demonstraram
atividade.

Este perfil de agdo ocorre, geralmente, devido as diferengas estruturais
destes micro-organismos. As bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular
quimicamente mais complexa do que as Gram-positivas, com um teor lipidico maior,
gerando resisténcia a acdo dos compostos (VARGAS et al, 2004). A estrutura
complexa das leveduras, células eucariéticas que podem apresentar caracteristicas
celulares muito semelhantes as de células humanas, pode constituir uma barreira
para a atividade dos mesmos (FREITAS, 2003).
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No total 54% dos extratos fungicos provenientes da fermentacdo dos fungos
endofiticos isolados, apresentaram halos de inibicdo frente a pelo menos um dos

micro-organismos (figura 4).

Figura 4- Formacao de halos de inibigdo do

crescimento frente a C. albicans.

Fonte: Do autor.
Nota: Extrato fangico F15F1 (27).

Estudos encontrados na literatura, com plantas hospedeiras da mesma familia
e género de Eugenia Pyriformis corroboram com os resultados do presente trabalho.

Banhos et al., (2014) avaliaram o potencial antimicrobiano de 46 fungos
endofiticos isolados de Myrcia guianensis (Myrtaceae), uma planta amazo6nica
pertencente a mesma familia da E. pyriformis. Trés extratos foram capazes de
apresentar halo de inibigado frente a S. aureus e um frente a C. albicans.

Em estudo sobre os endofiticos de Eugenia uniflora, planta pertencente ao
mesmo género de E. pyriformis, Soares, (2011) observou atividade antimicrobiana
com formacéao de halo de inibicao frente a S. aureus e E. coli de 33% dos 21 fungos
endofiticos isolados no periodo chuvoso.

A atividade antimicrobiana de fungos endofiticos presentes em galhos e
folhas de Eugenia dysenterica, planta também pertencente ao mesmo género de E.
pyriformis foi avaliada. Foram isolados 263 fungos endofiticos, dos quais 96
apresentaram potencial para o biocontrole de alguns dos fitopatdgenos avaliados
(SILVA, 2013; MAZUTI SILVA et al., 2015).
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Recentemente, Yadav et al., (2014) estudando fungos isolados de Eugenia
jambolana, planta também pertencente ao mesmo género de E. pyriformis,
observou atividade antimicrobiana significativa no ensaio de difusdo em agar de 68%
dos 22 extratos de acetato de etila obtidos dos endofiticos testados.

Apesar de varios extratos apresentarem a formacao de halos de inibicao, é
necessario avaliar quais foram significativos. Levando em consideracdo o tamanho
do halo e a atividade frente aos trés micro-organismos, os extratos que
apresentaram uma atividade mais significativa foram o F6F3, o F12F2 e o F15F1
(tabela 4).

Os trés extratos fungicos que demonstraram atividade frente aos trés micro-
organismos na pré-selecdo tiveram novamente os fungos fermentados, devido ao
seu amplo espectro de agéo, para a obtengdo de novo extrato em maior quantidade
a fim de realizar os testes de CIM e CBM. E posteriormente os testes antiparasitarios
e antiproliferativos.

O DMSO e o extrato obtido do caldo Czapeck sem inéculo foram utilizados
como controles negativos, ndo sendo capazes de inibir o crescimento de nenhum

dos micro-organismos testados.

Tabela 4- Halos de Inibicdo dos fungos com melhores resultados no teste de

triagem.
Extratos Micro-organismos

S. aureus E.coli C. albicans
F6F3 20 mm 10 mm 20 mm
F12F2 22 mm 17 mm 18 mm
F15F1 17 mm 20 mm 20 mm

Fonte: Do autor.
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4.3.2 Avaliacao da concentracgao inibitéria minima (CIM) e concentragcédo bactericida
e fungicida minima (CBM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) é representada pela sensibilidade
dos micro-organismos as substancias antimicrobianas, correspondendo a menor
concentragdo da substancia necesséaria para inibir o crescimento do micro-
organismo (MADIGAN et al., 2010). A interpretagdo dos resultados € feita pela
observacdo da manutencdo da cor azul da resazurina ou pelo surgimento de
coloracao rosa nos pocos. A resazurina é um indicador de 6xido redugédo, utilizado
para revelar alteracdo de pH no meio determinado pelo crescimento bacteriano
(LANGONI et al.,1996; KORU et al.,, 2007). As cavidades que adquirirem uma
coloracdao rosada indicam a reagdao quimica de Oxidoreducdo da resazurina em
resorfurina sendo interpretada como presenca de células viaveis, enquanto que nas
cavidades onde ndo ha mudanca na coloragdo do corante, interpreta-se como
auséncia de células viaveis, indicando inibicdo do crescimento celular pelo extrato
(LANGONI et al.,1996) .

Foram testados os trés extratos que apresentaram os melhores resultados
contra todas as trés cepas na pré - selecao pelo teste de difusdo em Agar.

Na Tabela 5, estdo descritos os resultados de atividade antimicrobiana para
os extratos F6F3, F12F2, F15F1 e o extrato do Meio de Fermentagédo frente as
cepas de S. aureus e E. coli, P. mirabilis, E. cloacae, S. marcescens, M. luteus, B.
subtilis e S. epidermidis.

Analisando a tabela cinco podemos perceber que o extrato F15F1 teve um
melhor resultado frente as bactérias na CIM, demonstrando agdo antimicrobiana a
cinco das oito bactérias testadas. Frente a trés dentro da faixa de concentracdo de
250-500 pg/mL, sendo Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato F12F2 também
foi capaz de inibir cinco bactérias, contudo a faixa de concentragéo foi mais elevada.

O extrato F6F3 apresentou atividade contra a quatro das oito bactérias
testadas em alta faixa de concentracdo, de 500 a 1000 pg/mL. Diferentemente do
teste de pré-selecdo o fungo nao foi capaz de inibir a bactéria E.coli. Contudo as
comparagdes entre o testes devem ser feitas com parcimoénia, ja que os métodos
nao possuem a mesma sensibilidade e ndo sdo baseados sob 0 mesmo principio,

além de que diversos sdo os fatores que afetam a suscetibilidade do método de
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difusdo e de microdiluicdo. Dentre eles estdo o meio de cultura, o ph, a
disponibilidade de oxigénio, o in6culo e as condicbes de incubacdo (BARRY;
THORNSBERRY, 1991; PINTO et al., 2003; LI-CHANG et al., 2005; OSTROSK et
al., 2008).

Nenhum dos extratos foi capaz de inibir a bactéria gram-positiva S.
epidermidis, importante patégeno relacionado com a ocorréncia de endocardites,
sepse, bacteremias, sendo o isolado com maior frequéncia entre os pacientes que
adquiriram em ambiente hospitalar (HUDOME; FISHER, 2001), bem como outras
graves infeccoes (KONEMANN et al., 1999; MARANGONI, 1997).

De uma maneira geral os extratos obtiveram um melhor resultado, a inibicao
dentro de faixas de concentragdo menores, quando testadas em bactérias gram-
positivas. Esse padrdo ja era esperado, visto que ja havia sido observado no teste
de difusdo em Agar.

As bactérias Gram negativas, apesar de possuirem uma estrutura de parede
celular menos rigida do que as Gram positivas tém uma parede celular
quimicamente mais complexa, sendo que um dos principais constituintes dessa
parede, o lipopolissacarideo, é responsavel por determinar a antigenicidade,
toxicidade e patogenicidade desses micro-organismos (CHEW et al., 2011). Esse
grupo de bactérias possui também maior teor lipidico do que as Gram positivas.
Segundo Vargas et al., (2004) tais caracteristicas podem estar envolvidas com a
maior resisténcia ao extrato do fungo endofitico testado.

Esses resultados estdao préximos a outros encontrados na literatura. Em um
ensaio semelhante Fernandes et al., (2009) testando um fungo endofitico isolado do
café observou que maiores concentragcées de extratos de 400 a 800 pug/mL séo
necessarias para inibir a bactérias gram-negativas como a E. coli, enquanto
concentragdes menores sdo capazes de inibir o S. aureus.

Momesso et al., (2008) realizaram o CIM de sub-fragdes obtidas do extrato
acetato de etila do fungo endofitico Chaetomium globosum, associado a Viguiera
robusta, afim de avaliar sua atividade antibactericida. Valores de CIM de 120 pg/mL
para S. aureus e de 189 ug/mL para E. coli foram observados. Ola et al., (2014)
obtiveram valores significativos de CIM em torno de 32 ug/mL, frente a S. aureus de
metabolitos isolados de Diaporthe melonis, fungo endofitico hospedeiro de Annona
squamosa. Johann et al., (2012) testando um composto isolado do endofitico
Alternaria sp. observou uma forte atividade contra Paracoccidioides brasiliensis com
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valores de MIC variando entre 1,9 e 31,2 pg/mL e 62,5 upg/mL para
Schizosaccharomyces pombe. Segundo Mitscher et al., (1972) substancias isoladas
devem apresentam valores menores de CIM visando o interesse para uso clinico.

Em um estudo similar ao presente, o fungo endofitico Rhizoctonia sp. isolado
da planta nativa do cerrado Annona crassiflora ndo foi capaz de inibir a bactéria
gram-negativa E. coli. Enquanto apresentou inibi¢cdo frente a S. aureus na faixa de
concentragao de 500 a 1000 pg/mL (MENDONCGCA et al., 2015).

Os fungos isolados de Eugenia jambolana apresentaram, segundo os autores
significativa atividade no ensaio frente a P. mirabilis e S. aureus, cuja concentragdo
inibitéria minima (CIM) variou de 3,75 a 5,0 mg/mL conforme o endofitico testado
(YADAV et al., 2014).

Apesar de inumeros relatos na literatura apresentarem resultados préoximos
aos encontrados neste estudo, vale resaltar o trabalho realizado por Melo et al.,
2013 sobre o endofitico Mortierella alpina isolado da planta hospedeira Schistidium
antarctici nativa da Antartica. O extrato do fungo apresentou valores de CIM variando
entre 26.9 e 430 ug/mL™, sendo mais ativo frente a E. coli com uma CIM de 26.9
ng/mL", em comparagdo com S. aureus CIM de 215.3 pg/mL™".

Os extratos dos endofiticos de E. pyriformis ndo obtiveram uma boa atuacao
no teste de CBM, sendo incapazes de apresentar atividade bactericida em faixas de
concentragdo mais baixas.

A avaliacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada
considerando a variacdo das concentracbes de 1000 a 0,97 pg/mL. Essas
concentracdes foram definidas até este valor maximo, pois na busca por produtos
naturais bioativos, um valor superior a 1000 ug/mL é considerado inativo e ndo seria
vidvel para utilizacdo futura (HOLETZ et al.,, 2002; DALL'ANGOL et al., 20083;
TANAKA et al., 2005). Segundo os autores, extratos com CIM variando entre 100 a
500 pg/mL séo classificados como tendo atividade antimicrobiana moderada e
extratos com CIM de 500 a 1000 pug/mL séo classificados como tendo atividade
antimicrobiana fraca.

O extrato do caldo de fermentacao (Czapeck), ndo inibiu o crescimento dos
micro-organismos, o que nos leva a acreditar que o caldo ndo exerceu influéncia
sobre a atividade antimicrobiana do extrato fungico.

A busca por fungos endéfitos para a producédo de substancias com potencial

antimicrobiano atualmente é intensa, contudo ndo ha relatos na literatura sobre
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isolamento e bioprospeccao de fungos endofiticos da espécie Eugenia pyriformis. Os
resultados obtidos nesse trabalho pioneiro confirmam a potencial acao
antimicrobiana dos fungos endofiticos isolados. Deve-se ressaltar que os extratos
avaliados sao brutos e melhores resultados podem ser obtidos com o isolamento de
compostos responsaveis pela atividade. Porém, estudos mais aprofundados acerca
da eficacia desses endofiticos fazem-se necessarios.
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Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos extratos produzidos a partir dos fungos endofiticos de E. pyriformis.

Extratos F6F3 F12F2 F15F1 Meio
Cim? CBM° Clm? CBM° Clm? CBM° clm? CBMP°

Micro-organismos (Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) (ng/mL) (Mg/mL)  (ug/mL) (Hg/mL)
Staphylococcus aureus 500-1000 Sl 250-500 1000 250-500 1000 Sl Sl
Escherichia coli >1000 Sl 500-1000 Sl 500-1000 Sl Sl Sl
Proteus mirabilis 500-1000 Sl 500-1000 Sl 500-1000 Sl Sl Sl
Enterobacter cloacae >1000 Sl >1000 Sl >1000 Sl Sl Sl
Serratia marcescens >1000 Sl >1000 Sl >1000 Sl Sl Sl
Micrococcus luteus 250-500 1000 250-500 1000 250-500 1000 Sl Sl
Bacillus subtilis 500-1000 Sl 500-1000 Sl 250-500 1000 Sl Sl
S. epidermidis >1000 Sl >1000 Sl >1000 Sl Sl Sl

Fonte: Do autor.

Nota: a) CIM: Concentracao Inibitéria Minima; b) CBM: Concentracido Bactericida Minima; Sl: sem inibicéo.
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4.4 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Os trés extratos fungicos que demonstraram atividade frente aos trés micro-
organismos na pré-selecdo, F6F3, o F12F2 e o F15F1, tiveram sua acéao
antiproliferativa avaliada. O ensaio realizado para a avaliacao foi o da Sulforodamina
B (SRB), a Doxorrubicina foi utilizada como padrao no teste.

O extrato obtido a partir do meio de fermentacdo dos fungos (Caldo
Czapeck), também foi submetido ao teste para comparacao dos resultados.

As atividades antiproliferativas exercidas pela Doxorrubicina utilizada como
padréo, pelos extratos acetato de etila dos fungos endofiticos e pelo extrato do meio
sdo demonstradas pelos graficos abaixo (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9), respectivamente.

Figura 5- Atividade da Doxorrubicina no ensaio Antiproliferativo.
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Figura 6- Atividade do extrato F6F3 no ensaio Antiproliferativo.
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Figura 7- Atividade do extrato F12F2 no ensaio Antiproliferativo.
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Figura 8- Atividade do extrato F15F1 no ensaio Antiproliferativo.
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Figura 9- Atividade do extrato do meio no ensaio Antiproliferativo.
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De acordo com a andlise qualitativa dos graficos podemos observar que os
extratos ndo demonstraram atividade antitumoral parecida com a do padréo
Doxorrubicina, agente antineoplasico amplamente administrado em Oncologia
Humana e Veterindaria (NAKAGE; SANTANA, 2008). Sendo capaz de inibir o
crescimento de todas as linhagens tumorais testadas.

Para a avaliagdo da atividade antiproliferativa foram empregadas nove
linhagens de células tumorais humanas e uma linhagem n&o tumoral. Na Tabela 6
encontram-se o0s valores da concentragcdo necessaria para inibicdo de 50% da
proliferacao celular (Glsp), expressos em ug/mL, para os extratos fungicos, contra
linhagens de células tumorais. Os resultados e as médias foram expressos em
logaritmos.

Analisando a tabela 6 podemos verificam-se que os valores de Gilsg variam
entre <-1,602 pg/mL e >2,398 pg/mL. Os valores mais baixos foram apresentados
pela Doxorrubicina frente as linhagens MCF-7 (Mama) e H460 (Pulm&o) e os valores
mais altos pelo Extrato do meio de fermentacéo frente a sete das nove linhagens de
células tumorais humanas testadas.

O extrato F12F2 apresentou os menores valores no ensaio, frente as
linhagens U251 (Glioma) e OVCAR-03 (Ovario). Também foi o extrato que teve o
menor valor frente a linhagem humana ndo tumoral.

Os altos valores obtidos pelo extrato do meio de fermentagdo evidenciam
que o mesmo nado exerce influencia na potencial atividade antitumoral dos extratos
dos fungos endofiticos. Como também nao foi ativo nos ensaios de triagem e de
CIM, a escolha do caldo Czapeck como caldo de fermentagéo foi satisfatéria, visto
que o mesmo nao interferiu na producdo de compostos bioativos pelos fungos
endofiticos.

A média dos log Glso variam entre <-0,80 ug/mL e >2,36 ug/mL. Sendo a
menor média pertencente ao padrdo e a maior ao extrato do meio de fermentacéo.

As médias foram utilizadas para determinar o efeito dos extratos.



Tabela 6- Inibigao parcial do crescimento celular (Gl 50), expressos em pg/mL, de linhagens tumorais frente aos extratos e ao padréo.
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Padrao e
extratos

Doxorrubicina

F6F3

F12F2

F15F1

Meio

Linhagens celulares testadas

2 m a 7 4 p 0 h K Média q
log Gisg
-1,602  <-1,602  -0,155 -1,004 <-1,602  -1,000 -0,770 -0,658 -1,387 <-0,80 -1,284
1,543 2,130 1,722 2,395 1,898 2,014 2,048 1,849 1,683 1,98 1,573
1,420 1,521 2,334 2,023 2,340 1,870 1,456 2,043 2,036 1,97 1,428
1,520 2,212 1,801 2,235 2,353 1,939 1,794 2,033 1,895 2,02 1,704
>2,398 2,398 >2,398 >2,398 >2,398 >2,398 >2,398 >2,398 2,247 >2,36 1,873

Fonte: Do autor.

Nota: Linhagens celulares testadas: 2=U251(Glioma); m=MCF-7 (Mama); a= NCI-ADR/RES (Ovério) 7= 786-0 (Rim); 4= NCI-H460 (Pulmao, tipo ndo
pequenas células); p= PC-3 (Préstata); o= OVCAR-03 (Ovério); h= HT29 (Célon). Linhagem néo tumoral humana: g= HaCat (Queratinécito).
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Para analise e interpretacédo dos resultados de Gls (tabela 7) foi considerado
o critério do Instituto Nacional do Cancer — EUA (NCI), segundo Fouche et al.,
(2008), que classifica o efeito citostatico dos extratos em quatro categorias, sao elas:
Inativo, Fraco, Moderado e Potente (tabela 7) conforme resultado da média do log
Glso. Esse método é utilizado para comparar diferentes amostras com um perfil

parecido.

Tabela 7- Classificacao dos extratos segundo a Média do log Glsp.

Classificacao Média do log Gls
Inativo média > 1,5
Fraco 1,1 <média<1,5
Moderado 1,1 >média>0
Potente média < 0

Fonte: Do autor.

Segundo os critérios do NCI apresentados na tabela 7 os extratos F6F3,
F12F2 e F15F1 foram classificados como Inativos, visto que a média dos log Glsg
foram maiores que 1,5. Podemos entdo, constatar que as amostras sdao muito
parecidas entre si, com um mesmo perfil de curva de proliferacdo celular e uma
mesma potencia, ndo sendo capazes de inibir o crescimento de células tumorais.

Comparando os valores de Glsy dos extratos e do padrao podemos perceber
a grande diferenga nas médias. A Doxorrubicina é classificada como potente, sendo
capaz de demonstrar grande inibicdo no crescimento celular.

Os resultados obtidos nesse ensaio pelos extratos dos fungos endofiticos
foram contrarios as expectativas, devido aos varios relatos na literatura sobre
substancias com atividade antiproliferativa isoladas de fungos endofiticos.

Em um estudo similar ao presente, o fungo endofitico Rhizoctonia sp. isolado
da planta nativa do cerrado Annona crassiflora foi classificado como potente
apresentando atividade antiproliferativa frente a todas as linhagens tumorais
testadas (MENDONCGCA et al., 2015).
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4.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Os trés extratos fungicos que demonstraram atividade frente aos trés micro-
organismos na pré-selecdo, F6F3, o F12F2 e o F15F1, tiveram sua acao
antiparasitéria avaliada. O ensaio in vitro realizado para a avaliagdo foi o da
atividade leishmanicida (promastigotas).

A atividade leishmanicida exercidas pelo extrato do fungo F12F2 ¢é
demonstrada pelo grafico abaixo. O percentual de inibicdo do extrato variou entre 6
a 12 % aproximadamente. Sendo o menor percentual de inibicdo do crescimento de
promastigotas de L. amazonensis na concentracdo de 20 pug/mL e o maior na
concentragéo de 160 pg/mL.

Os fungos F6F3 e F15F1, ndo foram capazes de inibir o crescimento das
promastigotas nas concentracdes testadas.

Figura 10- Atividade do extrato no teste Leishmanicida.
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Fonte: Do autor.

A baixa atividade leishmanicida demonstrada pelos fungos endofiticos
isolados de E. pyriformis ndo era esperada e apesar de apresentar um percentual de
inibicdo, o fungo F12F2 foi fracamente ativo, inviabilizando o calculo da
concentragao inibitéria para 50% das formas promastigotas (Clsp).
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Em um estudo realizado avaliando a atividade antiparasitaria de fungos
isolados de Ageratum myriadenia, Palicourea tetraphylla, Piptadenia adiantoides, e
Trixis vauthieri, foi observada, segundo os autores atividade leishmanicida altamente
seletiva. Dois dos extratos testados inibiram o crescimento de L. amazonensis em
mais de 90% (ROSA et al., 2010).

Os fungos endofiticos sdo grandes promessas na procura por metabolitos
com acao antitumoral e antiparasitaria, contudo como podemos observar pelos
resultados dos ensaios nem todos os fungos isolados de plantas apresentam essas
caracteristicas. Nao se sabe exatamente as razdes das expectativas no encontro de
compostos terem sido, em parte, frustradas.

Um dos motivos sugeridos € a atenuacdo ou perda da producao de
metabolitos pelos enddéfitos apds algumas repicagens em laboratério. Embora as
razdes para diminuicdo nao sejam conhecidas, algumas especulagdes como, por
exemplo, a auséncia do estimulo do hospedeiro nas condi¢des laboratoriais, e/ou o
silenciamento de alguns genes em culturas axénicas durante o cultivo, sao feitas.
Tentativas para reverter a diminuicdo da producdo dos compostos, tais como
adicionar partes dos hospedeiros ou extratos de tecidos do hospedeiro ao meio de
cultivo, nao tém sido bem sucedidas (KUSARI; SPITELLER 2011; SUDHAKAR et al.,
2013).

Alguns autores tentam elucidar essas questdes atraves do estudo mais
critico dos mecanismos de producdo de metabolitos secundarios pelos fungos
endofiticos. A relacdo mutualistica que se estabelece entre endofitico-hospedeiro,
pode levar a producdo de compostos originalmente presentes na planta pelo fungo.
Tan e Zou, (2001) sugerem que a recombinagcédo genética dos endofiticos com a sua
planta hospedeira levaria a incorporagdo de rotas genéticas da hospedeira ao
genoma do fungo endofitico. Contudo, relacbes simbidnticas podem ser
extremamente complexas e alguns aspectos da transferéncia horizontal de genes
entre a planta hospedeira e o fungo endofitico associado permanecem
desconhecidos (STROHL, 2001; SACHIN et al., 2013; SUDHAKAR et al., 2013;
FREIRE et al.,, 2014).
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5 CONCLUSOES

Fungos endofiticos constituem uma riqueza em termos de diversidade em

ecossistemas tropicais e na produgao de metabolitos secundarios.

Com base nas metodologias empregadas e nos resultados obtidos podemos

concluir que:

a) O tempo ideal de imersao em Hipoclorito de Sodio 3% foi de dois minutos
para o isolamento de micro-organismos endofiticos;

b) A espécie Eugenia pyriformis tem grande potencial como fonte de fungos
endofiticos;

c) Os fungos endofiticos F6F3, F12F2 e F15F1 ndo tiveram resultados
satisfatérios nas concentracbes testadas, nos testes de atividade
antiproliferativa e antiparasitaria;

d) Os extratos Acetato de Etila dos fungos endofiticos apresentaram
resultados significativos nos testes antimicrobianos, revelando-se

potenciais agentes produtores de compostos antibioticos.
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Apéndice A: Quadro 1- Rendimento dos extratos (gramas) e médias dos halos de

inibicao frente as cepas (mm).

(continua)
Extratos Rendimento Micro-organismos
S.aureus C.albicans E.coli
F1F2 0,036 g 17 mm - -
F1F7 0,047 g - - -
F2F7 0,097 g 17 mm - 8 mm
F3F1 0,070 g - - -
F3F4 0,012g 15 mm - -
F3F5 0,219¢ 13 mm - -
F3F6 0,287 g 15 mm - -
F4FA1 0,216 g - - -
F4F7 0,182 ¢ 18 mm - 9 mm
F5F1 0,076 g 23 mm 17 mm 12 mm
F6F3 0,029 ¢ 20 mm 20 mm 10 mm
F7F5 0,936 g - - -
F7F6 0,193 ¢ 11 mm - -
F7F7 0,023 g 30 mm 20 mm -
FOF4 0,195¢g - - -
FIF6 0,025 g - - -
F10F3 0,285¢g 13 mm - -
F10F6 0,010g 15 mm - -
F11F1 0,141 ¢ 19 mm 10 mm 8 mm
F11F2 0,054 g - - -
F11F3 0,042 g - - -
F11F7 0,030 g - - -
F12F1 0,063 g 10 mm - -
F12F2 0,058 g 22 mm 18 mm 17 mm
F12F3 0,090 g - - -
F12F4 0,074 g - - -
F12F5 0,053 g - - -
F12F6 0,028 g - - -
F12F7 0,148 g - - -
F13F1 0,101g - - -
F13F2 0,131g - - -




(continuagao)

F13F3 0,087 g - - -
F13F4 0,060 g 15 mm - -
F13F5 0,029 ¢g 12 mm 16 mm -
F13F6 0,020 g - - -
F13F7 0,027 g 11 mm - -
F14F1 0,050 g 17 mm 10 mm -
F14F3 0,019¢ - - -
F14F4 1,186 g 18 mm - -
F14F5 0,014 g - - -
F14F6 0,070 g - - -
F14F7 0,010g - - -
F15F1 0,115¢ 17 mm 20 mm 20 mm
F15F2 0,063 g - - -
F15F3 0,177 g 10 mm - -
F15F4 0,050 g - - -
F15F7 0,036 g - - -
F16F1 0,042 ¢ - - -
F16F3 0,045¢ 14 mm 15 mm -
F16F4 0,066 g - - -
F16F6 0,118g - - -
F17F1 0,050¢ 19 mm 16 mm -
F17F3 0,031g - - -
F17F4 0,050 g 18 mm - -
F17F6 0,151g - - -
F18F1 0,016 g - - -
F18F2 0,108 g - - -
F18F3 0,068 g - - -
F18F7 0,050 g 17 mm - -
F19F5 0,016 g - - -
F20F3 0,014 g - - -
F20F5 0,023 g 10 mm - -
F21F7 0,090 g 15 mm - -
F22F5 0,026 g - - 8 mm
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(concluséo)
F23F2 0,165¢g - - -
F23F7 0,078 g 15 mm - -
F24F2 0,113 g - - -
F25F2 0,030¢g 16 mm 14 mm -
F25F3 0,066 g - - -
F26F1 0,013 g - - -
F26F5 0,015¢g - - -
F27F1 0,013g - - -
F27F5 0,035¢g - - -
F27F7 0,044 g - - -
F28F1 0,032 g - - -
F28F5 0,012¢g - - -
F28F6 0,074 g - - -
F29F7 0,066 g - - -
F30F2 0,012g - - -
F30F7 0,045¢g - - -
F30F4 0,023 g - - -
F31F5 0,050 g - - -
F31F6 0,035¢ 10 mm 16 mm -
F32F2 0,072g - - -
F33F1 0,093 g - - -
F33F4 0,014g 12 mm - -
F33F5 0,141g - - -
F33F6 0,080 g - - -
F34F1 0,023 g - - -
F34F6 0,080 g - - -
F34F7 0,020 g - - -
F35F2 0,010g9 10 mm - -
F35F3 0,059 g - - -
F35F4 0,050 g - - -
F35F6 0,019g - - -
F35F7 0,050 g 8 mm - -
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