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RESUMO

Os fungos endofiticos tém sido cada vez mais pesquisados como fonte de moléculas bioativas.
Neste trabalho, foram isolados fungos endofiticos de uma arvore produtora de compostos
medicinais, Handroanthus impetiginosus, com o objetivo de verificar se produziam metabolitos
com atividade bioldgica e de identificar as espécies fornecedoras de principios bioativos. Todas
as 148 cepas isoladas foram triadas segundo a atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Candida albicans ATCC 10231 e Escherichia coli ATCC 25922 pelo
método do agar em bloco. Dentre essas, cinco fungos foram submetidos a fermentacdo em
pequena escala, em caldo Czapek, durante 15 dias, a 28°C, tanto sob agitacdo quanto em modo
estatico. Ao final desse periodo, as culturas foram filtradas e submetidas a extragdo liquido-
liquido. Os extratos obtidos foram avaliados quanto a capacidade de inibir o crescimento dos
micro-organismos patogénicos citados anteriormente, por teste de difusdo em agar e
determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM). As menores faixas de CIM observadas
foram 125-250 pg.mL?, de Alternaria alternata, e 250-500 pg.mL?, de Lasiodiplodia sp.
Também avaliou-se o efeito sobre a viabilidade de linhagens celulares derivadas de cancer
humano de mama (MCF-7), figado (HepG2) e pulmdo (A549). Os extratos de A. alternata e de
Lasiodiplodia sp. reduziram a menos que 10% a viabilidade das células tumorais MCF-7 e
HepG2. O primeiro também reduziu a menos que 5% a viabilidade de células A549. Por isso,
tais fungos endofiticos foram submetidos a fermentacdo submersa em maior escala. O extrato
de Alternaria alternata e algumas de suas frac6es reduziram expressivamente a viabilidade das
trés linhagens celulares testadas. Dentre tais fragdes, a F3 se destacou por apresentar menores
valores de 1Cso para MCF-7 e HepG2 (10,28+5,22 e 9,75+1,31 pg.mL™?, respectivamente) do
que o farmaco cisplatina (21,12+1,56 e 27,15+1,73 pg.ml?, respectivamente). O fracionamento
dos extratos por cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiram
0 isolamento de dois compostos, provenientes de A. alternata, e de um produzido por
Lasiodiplodia sp. Tais amostras foram analisadas por ressonancia magnética nuclear, e foi
identificado o composto 4-hidroxi-benzaldeido no extrato de A. alternata. Ficou comprovado
que os extratos de fermentacdo de fungos endofiticos isolados de H. impetiginosus exerceram
importante atividade bioldgica, reduzindo a viabilidade de células derivadas de cancer de

mama, figado e pulmao.

Palavras-chave: Fungo endofitico. Tabebuia sp. Handroanthus impetiginosus. Fermentacéo.

Alternaria alternata. Lasiodiplodia sp.



ABSTRACT

Endophytic fungi have been prospected as source of active metabolites. In this work,
endophytic fungi had been isolated from a tree that produces medicinal compounds,
Handroanthus impetiginosus, in order to check if they produce biological active metabolites
and to identify the biologically active species. All the 148 strains isolated were screened by
agar piece method to investigate their antibiotic activity against Staphylococcus aureus ATCC
6538, Candida albicans ATCC 10231 e Escherichia coli ATCC 25922 . Among them, five
endophytic fungi were fermented on small scale. The fermentation was performed in a Czapek
broth, for 15 days, 28°C, under either stirring or static conditions. After this period, the cultures
were filtered and subjected to liquid-liquid extraction. The obtained extracts were tested against
the microorganisms mentioned above and the cancer cells MCF-7, HepG2 and A549. The
lowest minimum inhibitory concentrations (MIC) exhibited were 125-250 pg.mL? (from
Alternaria alternata) and 250-500 pg.mL? (from Lasiodiplodia sp.) both against S. aureus .
Two extracts appreciably reduced tumor cells viability and, therefore, these endophytic fungi
were fermented on large scale. The extract from A. alternata significantly reduced the viability
of all three cell lines tested to less than 10% and its chemical study was biomonitored. One of
its fractions, F3, exhibited lower 1Cso against MCF-7 and HepG2 (10.28+5.22 and 9.75+1.31
ug.mL*?, respectively) than cisplatin, a pharmaceutical compound commercially available
(21.12+1.56 and 27.15+1.73 pg.mL?, respectively). The extract from Lasiodiplodia sp.
diminished the viability of MCF-7 and HepG2 cells to less than 10%. The partitioning of the
extracts by column chromatography and high performance liquid chromatography provided two
isolated compounds from A. alternata and one from Lasiodiplodia sp. The samples were
analyzed by nuclear magnetic resonance technique and the compound 4-hydroxybenzaldehyde
was identified for A. alternata extract. The fermentation extracts of endophytic fungi from H.
impetiginosus exhibited relevant biologic activity reducing the viability of cells derived from

breast, liver and lung cancer.

Key words: Endophytic fungi. Tabebuia sp. Handroanthus impetiginosus. Fermentation.

Alternaria alternata. Lasiodiplodia sp.
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1 INTRODUCAO

Apesar de todo o progresso alcancado pela industria farmacéutica, a descoberta de novos
farmacos continua sendo imprescindivel. O uso indiscriminado de antiobidticos contribuiu para
o surgimento de cepas multi-resistentes, para as quais nao ha terapia eficaz. A grande incidéncia
de AIDS e a ocorréncia de outras situac@es que implicam em debilidade imunoldgica, como o
aumento no nimero de transplantes efetuados, propiciam a manifestacdo de novas infeccdes
fungicas. Algumas doencas parasitarias ainda permanecem carentes de alternativa terapéutica

segura.

No intuito de tentar suprir tais necessidades, a pesquisa de produtos naturais persiste
como recurso valioso, fornecendo diversas e promissoras moléculas bioativas. Dentre 0s
compostos com potencial terapéutico oriundos da natureza, os metabdlitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos tém atraido muita atencao. Por serem representantes das mais
diversas classes quimicas, sdo capazes de desempenhar papéis biolégicos distintos. E
comprovado que os mencionados micro-organismos podem sintetizar tanto substancias iguais
as produzidas por sua planta hospedeira quanto estruturas inéditas. Diante destes fatos, a
pesquisa de compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos justifica-se como

alternativa promissora.

Handroanthus impetiginosus, arvore popularmente conhecida por ipé roxo, tem amplo
histérico de uso medicinal empirico e ha varias publicacdes cientificas confirmando atividade
bioldgica de seus extratos e de seus compostos isolados. Entretanto, muito pouco se sabe sobre

0s metabdlitos de endofitos provenientes desta espécie de Bignoniaceae.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi pesquisar, de forma bioguiada, o
potencial de producdo de metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico por fungos
endofiticos isolados de Handroanthus impetiginosus e identificar tanto os compostos ativos
produzidos quanto seus micro-organismos produtores. Para tal, o projeto foi delineado visando

especificamente:
a) isolar fungos endofiticos a partir de folhas e peciolos de Handroanthus impetiginosus;
b) selecionar potenciais cepas produtoras de compostos com atividade bioldgica;

c) submeter os fungos selecionados a fermentacdo em meio liquido, com ou sem agitacéo,

para a obtencdo de extratos brutos;



d)

f)

9)

testar a bioatividade dos extratos obtidos;

fracionar os extratos brutos com o objetivo de isolar, purificar e identificar os

metabolitos por espectroscopia de RMN e espectrometria de massas;

avaliar o desempenho de fracbes e de compostos isolados em testes de atividade

bioldgica;

identificar as cepas produtoras de compostos de interesse por recursos de biologia

molecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Handroanthus impetiginosus (Mart. exDC.) Mattos é a nomenclatura atualmente aceita
para a arvore popularmente conhecida por ipé roxo. Gelseminum avellanedae (Lorentz ex
Griseb.) Kuntze, Handroanthus avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Mattos, Tabebuia
avellanedae Lorentz ex Griseb., Tabebuia dugandii Standl., Tabebuia impetiginosa (Mart. ex
DC.) Standl., Tabebuia ipe var. integra (Sprague) Sandwith, Tabebuia nicaraguenses S. F.
Blake, Tabebuia palmeri Rose; Tabebuia schunkevigoi D. R. Simpson, Tecoma adenophylla
Bureau & K. Schum., Tecoma avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Speg., Tecoma avellanedae
var. alba Lillo, Tecoma impetiginosa Mart. ex DC., Tecoma integra (Sprague) Hassl., Tecoma
ipe var. integra Sprague, Tecoma ipe var. integrifolia Hassl. e Tecoma ipe f. leucotricha Hassl.
sdo todos sindnimos dessa mesma especie pertencente a familia Bignoniaceae (ROYAL
BOTANIC GARDENS. KEW AND MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2016).

Em 1873, as propriedades terapéuticas do ipé roxo foram descritas como: redutor de
febre, antiulceroso, empregado para doengas reumaticas e venéreas e especialmente Util para
distarbios da pele, como eczema e herpes (CASTELLANOS; PRIETO; HEINRICH, 2009). Os
ipés sdo tradicionalmente usados na medicina popular, sob uma grande variedade de formas
farmacéuticas, como infusdes e tinturas, com finalidade analgésica, antitumoral e contra Glceras
pépticas e diabetes (GRAZZIOTIN et al., 1992).

Em 1967, tal espécie vegetal foi destacada na imprensa por uma reportagem da revista O
Cruzeiro relatando a cura do cancer em pacientes do Hospital das Clinicas de S&o Paulo e do
Hospital Municipal de Santo André (DE MONTMORENCY, 1981 apud CASTELLANOS;
PRIETO; HEINRICH, 2009). Desde entdo, pesquisadores do mundo todo voltaram suas
atencdes para o estudo do género Handroanthus na tentativa de isolar e identificar seus
componentes bem como avaliar as atividades bioldgicas ou toxicas tanto dos extratos quanto

dos compostos isolados.
2.1 PESQUISAS FARMACOLOGICAS COM EXTRATOS DE Handroanthus impetiginosus

Em teste de atividade antibacteriana, o extrato metanolico de H. impetiginosus exibiu
atividade fraca a moderada contra Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophillus e
Lactobacillus casei; atividade moderada contra Escherichia coli e forte atividade contra
Clostridium paraputrificum, Clostridium perfringens e Helicobacter pylori (PARK et al.,

2005). Pesquisando a atividade antiparasitaria de fitoterapicos, Teixeira et al. (2014)
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constataram que o extrato hidroalcodlico de H. impetiginosus reduziu a 20% a viabilidade
celular de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, quando empregado na concentracdo
de 0,5 mg.mL™.

O extrato etandlico da casca de H. impetiginosus, quando administrado a ratos com
Ulcera gastrica crbnica induzida, reduziu significativamente a mencionada lesdo. A avaliacédo
histopatoldgica evidenciou uma reducdo do tamanho da Ulcera gastrica, o espessamento da
camada de muco e o aumento da proliferacdo celular (PEREIRA et al., 2013). Em ratos
portadores de obesidade induzida, a administracdo de extrato etanolico de H. impetiginosus
reduziu o ganho de massa corporal, o acimulo de gordura no figado e a hipertrofia de
adipdcitos. Houve reducdo dos niveis séricos de triglicérides, insulina e leptina. Também foi
detectada uma diminuicdo na expressdo de RNA mensageiro e proteinas relacionadas a
lipogénese (CHOI et al., 2014).

Pesquisando efeitos farmacoldgicos de espécies vegetais nativas do cerrado brasileiro,
De Melo et al. (2010) encontraram que 0 extrato metandlico de H. impetiginosus exerceu
atividade antiproliferativa contra linhagem celular de cancer de pulmédo NCI-H292, com ICsg

de 41,8+0,47 ug.mL* e contra HEp-2 (cancer de laringe), com ICso de 45,73+2,19 pg.mL™.

Foi conduzido um estudo para se investigar a possibilidade de acdo antidepressiva do
extrato de H. impetiginosus. Para isso, realizou-se bulbectomia olfatoria em ratos, originando
um modelo de depressdo. Foi feita administracdo, via oral, do extrato etandlico da casca da
planta, em doses de 10 e 30 mg/kg, durante 14 dias. Observou-se a reducdo do tempo de
mobilidade no teste de suspensao da cauda (TST) sem alteracdo da atividade locomotora, um
indicativo de efeito antidepressivo (FREITAS et al., 2013).

Nos estudos realizados por Bohler et al. (2008), o extrato aquoso de H. impetiginosus
inibiu a proliferacdo e ativacdo de linfcitos T, sem alterar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral-o (TNF-o)). A mesma atividade
ndo foi observada com o emprego do extrato etandlico da mesma espécie pesquisada.
Posteriormente, outros pesquisadores observaram que compostos isolados do extrato aquoso de
H. impetiginosus inibiram significativamente a produgdo de TNF-a e IL-1B, em culltura de
mondcitos THP-1 ativados com lipopolissacarideos (SUO et al., 2012).

Verificou-se que a aplicagdo de uma pomada contendo 10% (v/m) de extrato aquoso da

casca de H. impetiginosus em feridas cutaneas de ratos aumentou significativamente a producao
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de fibroblastos e colageno em relacdo ao grupo controle, favorecendo, portanto a regeneragdo
cutanea (COELHO et al., 2010).

2.2 COMPOSTOS ISOLADOS DE Handroanthus impetiginosus

Vaérias classes quimicas foram encontradas no extrato metanolico da casca de H.
impetiginosus, tais como, flavonoides, derivados de acido benzoico e de benzaldeido,
naftoquinonas e antraquinonas, sendo as duas Ultimas classes as mais relevantes
(CASTELLANOS; PRIETO; HEINRICH, 2009). O estudo das naftoquinonas isoladas de
Handroanthus sp. foi iniciado pelo grupo do Prof. Dr. Benjamin Gilbert, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, na década de 70, quando foi demonstrada sua atividade contra

Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi (DE MOURA et al., 2001).

O principal mecanismo de acdo citotoxica das quinonas € a inducdo do estresse
oxidativo pela formacdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de
hidrogénio (H203), o &nion-radical superdxido (O2-") e o radical hidroxila (HO-) (FIGURA 1).
Sob acdo das enzimas flavinas NADPH citocromo B5 redutase ou NADPH ubiquinona
oxidorredutase , um substrato quinoidico é reduzido com um elétron para formar o anion
semiquinona (Q-7). O potencial de redugéo da quinona influencia a cinética de tal reducéo. A
espécie semiquinona reduz o oxigénio molecular ao anion-radical superéxido, por catalise com
metais de transi¢do ou por reacdo com peroxido de hidrogénio, que gera o radical hidroxila. Tal
espécie radicalar pode danificar o genoma, por alterar o sinal da transcricdo de genes, e/ou
ativar fatores responsaveis pela inducdo de apoptose. Embora o perdxido de hidrogénio ndo
seja um radical livre, é bastante reativo e, assim como o anion-radical superoxido, pode oxidar
algumas biomoléculas, como os lipideos constituintes da membrana celular. Normalmente, as
células dispdem de mecanismos antioxidantes, mas, havendo um desequilibrio entre geracéo e
eliminacdo de radicais livres, ocorre o dano celular. O mecanismo de acdo por indugédo da
formacdo de espécies radicalares é importante porque alguns micro-organismos patogénicos

s80 mais sensiveis ao estresse oxidativo do que seus hospedeiros (DA SILVA et al., 2003).
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Figura 1 — Representagdo esquematica do estresse oxidativo induzido por quinonas
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Legenda: CAT = enzima catalase; SOD = enzima superoxido dismutase; FAD =
enzima flavina; NAPH = coenzima fosfato dinucleotideo de nicotinamide
e adenine

Fonte: adaptado de DA SILVA et al., 2003

O lapachol (1) (FIGURA 2) ou 4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,2-diona,
Ci1sH1403, presente em H. impetiginosus, € o composto quinénico mais abundante na familia
Bignoniaceae. Foi também encontrado nas familias Leguminosae, Sapotaceae,
Scrophulariaceae, Verbenaceae, Malvaceae e Proteaceae (CARDOSO et al., 2013). A esse
composto foram atribuidas propriedades antitumoral, anti-inflamatéria e antiulcerogénica
(GRAZZIOTIN et. al., 1992). Ha outras atividades também descritas, como a tripanocida,
antimalérica, antituberculose, leishmanicida e contra Biomphalaria glabrata (envolvido na
transmissdo de esquistossomose). Atovaquona e buparvaguona sdo analogos do lapachol
utilizados no tratamento de pneumonia pneumocistica, toxoplasmose e malaria (CARDOSO, et
al., 2013).

A B-lapachona (2) ou 2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona,
C1sH1403, assim como a-lapachona (3) ou 2,2-dimetil-3,4-dihidrobenzo[g]cromeno-5,10-
diona, é um isdmero do lapachol, obtido primeiramente por tratamento acido do mesmo, mas,
posteriormente também isolado de Handroanthus sp. (CASTELLANOS; PRIETO;
HEINRICH, 2009). Atividades antibacteriana, antifungica, antirretroviral e anti-inflamatéria

também foram reportadas para p-lapachona (CARDOSO et. al., 2013).

A B-lapachona mostrou-se ativa contra varias linhagens de células tumorais, incluindo
mama, leucemia e prdstata. Seu mecanismo de a¢do ndo esta elucidado, mas, além da inducéo

de estresse oxidativo, seu efeito tem sido associado a inibicdo de topoisomerase | e 1l, enzimas
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envolvidas nos processos de replicacdo, transcricdo e mitose (DE MOURA et al., 2001;
CARDOSO et al., 2013). Contudo, a hipotese de inibicdo da topoisomerase | € questionavel
porque a dose de B-lapachona necessaria para induzir a apoptose € menor que a requerida para
tal inibicdo enzimatica. A capacidade desse composto de induzir apoptose sem interagir com
acido desoxirribonucleico (DNA) reforca seu potencial quimioterdpico por demonstrar
seletividade e preservacdo de células sadias (CASTELLANQOS; PRIETO; HEINRICH, 2009).
A nor-B-lapachona (4), ou 2,2-dimetil-3H-benzo[g][1]benzofurano-4,5-diona, (derivado
sintético) apresentou baixa toxicidade contra células normais, demonstrando certa seletividade
para células tumorais. Sua citotoxicidade esta relacionada a uma diminuicdo do nivel
intracelular da enzima glutationa S-transferase, o que favorece a oxidacéo celular (CARDOSO
et al., 2013). Associada ao paclitaxel, a B-lapachona é altamente efetiva contra cancer de
prostata e ovario (BRANDAO et. al., 2010). Tal naftoquinona também exerce efeito sinérgico
a radioterapia. A concentragdo de 4uM, a B-lapachona aumenta em 92% a eficiéncia da radiag&o

sobre células-radio-resistentes de melanoma humano (Ul-Mel) (DA SILVA et al., 2003).

B-lapachona inibiu seletivamente a expressao de IL-12 e 1L-23 por células dendriticas e
microglia e, em virtude desse Ultimo efeito, reduziu a producdo de células T-CD4*. A
ocorréncia desses eventos foi a causa atribuida a supressao de encefalomielite autoimune
experimental constatada por acdo da lapachona. Esse estudo sugere que essa naftoquinona possa
ser efetiva para tratar doengas inflamatorias, como a esclerose multipla (XU et al., 2013).
Recentemente, constatou-se que B-lapachona reduziu a melanogénese em cultura de tecido
epidérmico humano, diminuiu a atividade da tirosinase e o conteido de melanina e inibiu
fortemente a pigmentacao corporal de Danio rerio. Esses resultados sugerem que 0 composto
possa ser avaliado para o tratamento de discromias (KIM et al.; 2015). Entre varias
naftoquinonas isoladas de Handroanthus sp., a P-lapachona foi a mais ativa contra
Trypanossoma cruzi, essa quinona induz a produgéo de H20- e a inibi¢do da producéo de acidos
nucleicos e proteinas na forma epimastigota do parasita. Com base nas naftoquinonas de
ocorréncia natural foram sintetizados novos compostos com maior atividade contra
Trypanossoma cruzi (DE MOURA, 2001). Além disso, B-lapachona e a 2-acetil-8-hidrdxi-
benzo[f][1]benzofurano-4,9-diona (5) apresentaram atividade comparavel & do farmaco
antralina contra a proliferacdo da linhagem celular de queratindcito humano HaCat, sugerindo
uma possibilidade de emprego para controle de psoriase. Também se mostraram ativos, nessa
mesma avaliacdo, lapachol, dehidro-a-lapachona ou 2,2-dimetilbenzo[g]cromeno-5,10-diona
(6) e a-lapachona (MULLER et al., 1999).
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O lapachol e a B-lapachona podem ser metabolizados em nosso organismo por redutases,
como outras naftoquinonas exdgenas, entre as quais a mais importante para a fisiologia humana
é a vitamina K. O principal efeito toxico de H. impetiginosus tem sido associado com
interferéncia no ciclo biolégico da vitamina K, que resulta em alteracdo da coagulacéo
sanguinea ou inibigcdo das propriedades de tal vitamina. Contraditoriamente, ha relatos de que
o cha da mencionada espécie vegetal ndo apresenta efeito toxico ao ciclo fisioldgico da vitamina
K, embora tal toxicidade seja observada com lapachol. O lapachol, que chegou a ser
comercializado no Brasil pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEP)
como adjuvante no tratamento do cancer, teve seus testes clinicos encerrados em 1970 devido
a constatacdo de que niveis sanguineos satisfatorios ndo eram obtidos apds administracéo oral
(DE MOURA et al., 2001; CASTELLANOS; PRIETO; HEINRICH, 2009; GROTHAUS et al.,
2010). Além disso, observou-se que a administracdo de lapachol agravou o quadro clinico de
pacientes com cancer devido a ocorréncia de anemia, aumento do tempo de coagulagdo e
problemas gastrintestinais (DA SILVA et al., 2003).

5-hidréxi-2-[(1S)-hidroxi-etil]-nafto[2,3]furano-4,9-diona  (7) €é um metabdlito
secundario presente na casca interna de H. impetiginosus que exibiu potente efeito
antiproliferativo contra linhagens de células tumorais (préstata, mama e pulmao) e pouco efeito
sobre células humanas normais (menos que a mitomicina). Foi muito mais ativo que seu
isbmero  8-hidroxi-2-[(1S)-hidrdxi-etil]-nafto[2,3]furano-4,9-diona (8), indicando que a
posicdo da hidroxila no C5 do anel aromatico é crucial para a atividade antiproliferativa
(YAMASHITA et al., 2009). Observou-se que o composto 7e 9 (FIGURA 2) interromperam
o ciclo celular e promoveram apoptose na fase G2/M de células A549, o que foi atribuido a um

aumento acentuado nos niveis de ciclina A e ciclina B (ZHANG et al., 2015).

Outras substancias isoladas de H. impetiginosus exibiram atividade anti-inflamatéria.
Os compostos 10, 11 e 12 reduziram significativamente a producédo das citocinas interleucina
IL-1B e fator a de necrose tumoral (TNF-a), in vitro, por monadcitos (células THP-1) nos quais
a secrecdo dos mediadores da inflamacgéo havia sido estimulada por lipopolissacarideos (SUO
et al., 2012). Em outro estudo, no qual foi avaliada a capacidade de suprimir a producédo de
oxido nitrico por células semelhantes a macrofagos (linhagem J774.1), também estimuladas por
lipopolissacarideos, os compostos 13, 14, 15, 16 e 17 exibiram ICso (ug.mL™) de 17,4, 22,0,
15,1, 13,8, e 26,1, respectivamente. Todos apresentaram desempenho superior ao do controle
positivo utilizado, N®-monometil-L-arginina, para o qual determinou-se ICso igual a 27, 4
pg.mL? (AWALE et al., 2005).
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Figura 2 — Alguns compostos isolados de H. impetiginosus e um derivado sintético (4)
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Fonte: 1 e 2: CASTELLANOS; PRIETO; HEINRICH, 2009. 3, 5 e 6: MULLER et al.,
1999. 4: CARDOSO et al., 2013. 7 e 8: YAMASHITA et al., 2009. 9: ZHANG
et al., 2015. 10, 11 e 12: SUO et al., 2012. 13, 14, 15, 16 e 17: AWALE et al.,
2005.

2.3 FUNGOS ENDOFITICOS

Por definicdo, micro-organismos endofiticos sdo fungos ou bactérias que colonizam os
tecidos internos de espécies vegetais, sem causar efeitos negativos imediatos. Tais tecidos
podem ser de raizes, caule, folhas, frutos e sementes. A maioria dos fungos endofiticos sdo
transmitidos horizontalmente a seus hospedeiros, por esporos aéreos. O processo de transmissao
também pode ser vertical, quando sdo disseminados por sementes. Uma vez instalados no
interior da planta, os fungos endofiticos tendem a permanecer em estado de laténcia até quase
toda a vida Gtil da planta, ou pelo menos, por um longo periodo até que algum fator desfavoreca
a condicdo de simbiose (ALY etal., 2011).

O fungo endofitico estabelece relagbes com seu hospedeiro que sdo dependentes de
varios fatores. Por exemplo, do modo de transmissao: os fungos recebidos pela semente tendem

a estabelecer relacdo mutualistica, enquanto fungos provenientes de transmissdo horizontal
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tendem a se comportar como antagonistas. A quantidade e a diversidade da comunidade
endofitica de determinada planta influenciam a relacdo endéfito-hospedeiro. A idade da planta
também e relevante para tal relacdo. Quando a especie vegetal atinge a senescéncia, 0 micro-
organismo endofitico pode se tornar patogénico. O estilo de vida parasitario ou mutualistico do
endofito também depende do gendtipo do hospedeiro e das condic¢Bes climéticas (ALY et al.,
2011).

Ao exercer uma relacdo mutualistica, o fungo endofitico funciona como um gatilho
bioldgico que estimula o sistema de defesa da planta, tornando-a mais resistente a espécies
patogénicas. O vegetal adquire também maior tolerancia a fatores de estresse abidtico, pois
passa a produzir mais compostos antioxidantes que o defendem de radicais livres produzidos
pelo fungo. Além disso, o préprio micro-organismo também produz substancias antioxidantes
e quelantes. A presenca do enddéfito também estimula a producgéo de horménios de crescimento,
que favorecem o desenvolvimento e a germinacdo da espécie hospedeira. Em troca, a planta
oferece protecdo fisica, facilita a disseminacdo da espécie fungica e fornece nutrientes
fundamentais ao fungo (WEYENS et al., 2009; WHITE; TORRES, 2010).

Embora o mecanismo ainda ndo esteja bem compreendido, afirma-se que exista
transferéncia de material genético entre o fungo endofitico e seu hospedeiro. Foi observado que
endofitos em um dado hospedeiro possuem em muitos casos uma uniformidade filogenética.
Tal semelhanca genética sugere uma co-evolugdo (HERRE et al., 1999). Outros sinais de co-
evolucdo sdo a falta de reacdo de defesa da planta contra a presenca de micro-organismos
endofiticos (CHRISTENSEN et al., 2002), bem como a capacidade de alguns fungos de
produzir os mesmos metabdlitos ativos que seus hospedeiros (STIERLE et al., 1993). Acredita-
se que os endofitos se adaptam ao microambiente incorporando parte do DNA do hospedeiro
em seu proprio genoma (GERMAINE et al., 2004).

O interesse cientifico pelos endo6fitos tomou grande impulso a partir de 1993, quando
Stierle e colaboradores publicaram que o taxol, importante farmaco antitumoral, também era
produzido pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae, isolado de Taxus brevifolia. O
isolamento do taxol a partir dessa especie € invidvel comercialmente devido ao rendimento
muito baixo, além disso, o tempo de desenvolvimento dessa espécie vegetal € muito longo.
Posteriormente, outros compostos com atividade antitumoral, dentre eles, alcaloides da vinca,
camptotecina e podofilotoxina também foram obtidos por fermentacdo de fungos endofiticos
(GREVE et al., 2010; GROTHAUS et al., 2010). Constatou-se também que um determinado
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principio ativo pode ser obtido por micro-organismos distintos, isolados de plantas diversas
(STROBEL, 2003).

Além de serem capazes de sintetizar compostos idénticos aos encontrados em suas
plantas hospedeiras, os fungos endofiticos também sdo fontes de moléculas inéditas, como 0s
exemplos a seguir. Um entre quatro metabolitos de Pestalotiopsis theae inibiu a replicacdo do
virus HIV in vitro, com ICso de 16,1 pmol.L ™2, sendo que o controle positivo sulfato de indinavir
apresentou ICso de 8,18 pmol.L™ (LI et al., 2008). Os compostos alternariol 5-O-metil éter-4°-
O-sulfato e desmetilaltensina, produzidos por Alternaria sp., foram citotoxicos para células de
linfoma L5178Y, com desempenho ligeiramente melhor que o controle positivo, kahalalida
(ALY et al., 2008). Guignasulfida, isolada do meio de fermentacdo de Guignardia sp.,
apresentou ICso 5,2+0,4 umol.L™? contra células HepG2, quando o controle positivo 5-
fluorouracil exibiu I1Cs 19,2+0,1 umol.L (WANG et al., 2010). Os metabolitos de Edenia sp.,
palmarumicina CP17 e palmarumicina CP18 testados contra formas amastigotas de Leishmania
donovani apresentaram 1Cso 1,34 e 0,62 pumol.L™, respectivamente. As mesmas moléculas
frente a células normais VERO apresentaram 1Cso de 174 e 152 umol.L™, sugerindo uma janela
terapéutica interessante (MARTINEZ-LUIS et al., 2008). A partir da cultura de Aspergillus
terreus, foi isolado o composto 16a-hidroxi-5N-acetilardeemina, o qual possui atividade

anticolinesterasica (GE et al., 2010).

N&o ha contestacdo para o fato de que fungos endofiticos representem uma fonte
importante de moléculas bioativas, a qual deve continuar sendo explorada cientificamente. Por
outro lado, a obtencdo de tais compostos por fermentacdo, em escala comercial, ainda ndo é
uma realidade. Ha desafios a serem superados, como o baixo rendimento, a diminui¢cdo da
capacidade produtiva do micro-organismo quando mantido em laboratorio e a possivel inibicdo
de seu crescimento em presenca de altas concentracfes de metabolitos (ALY et al., 2011).
Visando contornar tais dificuldades, a otimizacdo das condi¢cBes de cultivo mostra-se
imprescindivel (GARYALI et al., 2014). Uma outra estratégia que tem sido estudada é a
realizacdo de culturas mistas, onde a interacdo entre espécies diferentes altera o perfil
metabdlico (CHAGAS et al., 2013). A melhor compreensdo dos eventos desencadeados pela
relacdo entre endofito e hospedeiro e o aprimoramento das técnicas de biotecnologia certamente

irdo contribuir para se melhorar a obtencdo de metabdlitos fungicos (ALY et al., 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste texto, apds a descricdo do material vegetal do qual foram isolados os fungos
endofiticos, serd apresentada a sequéncia cronoldgica de realizacdo dos experimentos, antes da

explicacdo da metodologia em si.
3.1 AMOSTRA VEGETAL

Foram coletadas folhas maduras de Handroanthus impetiginosus (Mart ex DC.) Mattos,
depois de iniciada a floracéo, no final de maio. A identificacdo da planta foi efetuada pela Profa.
Dra. Lucia G. Lohmann, do Departamento de Botéanica, do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo. Coletou-se material de um exemplar localizado na area urbana
(S21°25°16.95”°, W45°57°05.15””) ¢ um, na zona rural (S21°18°49.15”*, W45°57°28.53’),
ambos no municipio de Alfenas-MG. Foram depositadas exsicatas de cada uma das arvores,
no herbario da Universidade Federal de Alfenas, sob os numeros de registro 2536 e 2650
respectivamente. Procurou-se selecionar folhas aparentemente saudaveis e sem estarem

danificadas por insetos.
3.2 SEQUENCIA DE EXPERIMENTOS

Isolaram-se os fungos endofiticos. Cada col6nia foi identificada por um cédigo, cuja
composicdo indica a arvore de origem, a placa inicial onde o fragmento foi inoculado, o nUmero
do fragmento na placa e a ordem de repique a partir do referido fragmento. Por exemplo, o
fungo C13.3.a, foi o primeiro a ser repicado a partir do fragmento n° 3, da placa n°® 13, a qual
recebeu fragmentos oriundos da arvore da zona rural (Fazenda Capetinga), analogamente, o
fungo A26.1.a foi o primeiro a ser repicado a partir do fragmento n°1, da placa n°26, na qual

foram inoculados fragmentos provenientes da arvore urbana (praca da APAE).

Como triagem, todos os fungos isolados foram submetidos ao teste do agar em bloco. O
fungo que mostrou atividade antimicrobiana nesse teste (C13.3.a), e mais quatro, selecionados
pela intensidade de coloracéo e quantidade de pigmento produzido (C1.2.b, C7.3.a, C18.1.a e

A26.1.a), foram fermentados em pequena escala.

Os extratos dos caldos de fermentacdo foram novamente submetidos a teste de atividade
antimicrobiana, através do método de difusdo em &gar e tiveram sua concentracdo inibitoria
minima determinada, quando possivel. Os extratos com massa suficiente, C7.3.a, C13.3.a

agitado (agitado significa que a fermentacdo foi conduzida sob agitagdo), C18.1.a estatico
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(estatico indica que foi fermentado estaticamente) e C18.1.a estatico H* (H* significa que o
caldo de fermentacdo foi acidificado antes de se proceder a extracdo liquido-liquido), foram

encaminhados para avaliagdo de atividade sobre a viabilidade de celulas tumorais.

Com base nos resultados de atividade bioldgica, o fungo C13.3.a foi fermentado em
maior escala, sob agitacdo. O extrato dessa fermentacéo foi fracionado, em cartucho de silica,
originando as fracdes F1, F3, F5, F7 e F9, agrupadas de acordo com o perfil apresentado por
cromatografia em camada delgada (CCD). As fragdes F3, F5 e F7, assim como o extrato bruto
proveniente da segunda fermentagdo foram encaminhadas para avaliagdo de atividade sobre a
viabilidade de células tumorais. Foram calculados os valores de 1Csg para tais amostras, exceto

para F7.

As fragOes F3, F5 e F7 foram separadas em coluna de Sephadex LH 20, originando as
subfragdes F3A, F3B, F5A, F5B, F5C, F5D, F5E, F5F, F7B, F7D, F7E e F7G. A subfracdo
F5B foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por ressonancia
magnética nuclear (RMN). A subfragdo F5D foi fracionada em cartucho C18, originando F5D1,
F5D2, F5D3, F5D5 e F5D6. A subfracdo F3A foi purificada por CLAE semi-preparativa e
analisada por RMN. A Figura 3 descreve o fluxograma de fracionamento do extrato C13.3.a

agitado.

Também com base nos resultados de atividade bioldgica, o fungo C18.1.a foi
fermentado em maior escala, estaticamente. O caldo de fermentacéo foi extraido, primeiro com
hexano, o que resultou na fracdo hexanica, e, posteriormente, com acetato de etila. O extrato
proveniente da extragdo com acetato de etila, foi fracionado por coluna de Sephadex LH 20.
Das fracGes coletadas, as que continham massa suficiente foram analisadas por CLAE e
agrupadas em P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 e P10. Parte da fragdo P7 foi purificada por
CLAE semi-preparativa e o composto isolado foi analisado por RMN. A Figura 4 descreve o

fluxograma de fracionamento do extrato C18.1.a estatico.

Os fungos C13.3.a e C18.1.a foram encaminhados para identificacdo por biologia

molecular.
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Figura 3 — Fluxograma de fracionamento do extrato C13.3.a agitado*

C13.3.a397 mg

Sep-pak silica (hexano, AcOEt, MeOH)

F1 F3 F5 F7 F9
39,2 mg 93,0 mg 108,3 mg 91,6 mg 35,1 mg
dicl Sephad.ex LHZ? 3 yf Sephadex LH20 Sephadex LH20
(diclorometano:metanol 7:3 v/v) (metanol) (metanol)
F3A F5A F7B
1 19,8 mg 1 35mg | 18,0mg
F3B F5B F7D
1 0,3mg 1 24mg 1 32,0mg
CLAE F5C F7E
F3A-3.3mg | 15,0 mg | 97mg
Composto isolado
F5D F7G
B 17,0 mg N 4,8 mg
F5E
B 0,6 mg
| * Todos os valores de massa |
| : F5F
, representados nesse fluxograma | |
sdo aproximados i 11,0 mg
T Cartucho C18 (ACN,
agua acidificada)
| | | | |
F5D1 F5D2 F5D3 F5D5 F5D6
7,3 mg 0,9 mg 0,3 mg 0,3mg 0,2 mg

Fonte: DO AUTOR, 2015.
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Figura 4 — Fluxograma de obtenc&o e fracionamento do extrato C18.1.a estatico*

Filtrado do caldo de fermentacéo
estatica de C18.1.a

Extracédo liquido-liquido c/hexano
3:1 (caldo:solvente v:v)

Fase aquosa Fase organica

Extracdo liquido-liquido Rotaevaporacao
c/acetato de etila

Extrato C18.1.a

3:1 (caldo:solvente viv) x 2 « N
fracdo hexanica

Fase aquosa

isolado 3,9 mg

| | 95,8 mg
Fase organica
Rotaevaporacéao
EXtratO C18.1.a ) E -------- .--.--t -------------- -:
fraclo acetato de etila | ™ _D'Vid'do em 3 :
2033 mg 1Ty plicagges oo
Sephadex LH 20 (metanol)
P1 P2
85,3 mg 679,3 mg
P3 P4
21,3 mg 17,4 mg
P5 P6
120,0 mg 125,0 mg
P7 P8
41,9 mg 44,8 mg
CLAE semi-prépafaiva R ———
P7 composto P9 P10 massa  representados |
34,3 mg 18,4 mg nesse fluxograma séo |

aproximados

Fonte: DO AUTOR, 2015.
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3.3 METODOLOGIA

As préximas subsecdes apresentardo a descricdo metodoldgica, independente da ordem
cronoldgica de realizacdo dos respectivos ensaios.

3.3.1 Isolamento dos fungos endofiticos

Todo o procedimento de desinfeccdo da amostra e inoculagéo inicial foi adaptado a

partir das preconizacdes feitas por Araujo et al. (2010).

As folhas e os peciolos foram bem lavados em agua corrente e postos para secar a

sombra e temperatura ambiente.

Em ambiente estéril, sob fluxo laminar, procedeu-se a desinfeccdo do material, com a
finalidade de eliminar os micro-organismos epifiticos. As folhas e peciolos foram mergulhados
em solucdo de etanol a 70% (v/v), durante 1 minuto. Em seguida, foram mergulhadas em
solucdo comercial de hipoclorito de sédio, durante 6 minutos. Na sequéncia, foram
mergulhados em um segundo recipiente contendo solucdo de etanol a 70% (v/v), por mais 1
minuto. Foram, em seguida, agitados brevemente em 2 recipientes contendo agua destilada
estéril, para a remoc&o das solugdes de desinfec¢do. Uma aliquota de 100 pL da Gltima &gua de
lavagem foi inoculada em &gar batata dextrose acrescido de cloranfenicol 0,1 g.L* (para inibir
o crescimento de bactérias endofiticas) e incubada em estufa BOD a 28°C, para servir como

controle da eficicia da desinfeccéo.

Depois do material livre do excesso de agua, com auxilio de bisturi estéril, as folhas
foram cortadas de forma a serem obtidos fragmentos de 0,5x0,5 cm aproximadamente. Os
peciolos foram cortados transversalmente, resultando em fragmentos circulares de 2-3 mm de
espessura. Foram obtidos 140 fragmentos, os quais foram entdo transferidos para placas de Petri
contendo agar batata dextrose acrescido de cloranfenicol 0,1 g.L, onde previamente foi feita
a identificacdo dos pontos que receberiam os fragmentos. As placas foram incubadas em estufa
BOD a 28°C.

No 5° dia de incubacdo, foi feito o primeiro repique das coldnias crescidas a partir dos
fragmentos. Cada col6nia foi repicada para um tudo inclinado contendo agar batata dextrose e
os tubos foram incubados a 28°C. Diariamente os tubos foram observados para verificar se
apenas uma colonia havia crescido. Nos tubos em que houve o crescimento de mais de uma

col6nia, a coldnia mais préxima ao local de indculo foi novamente repicada para tubo inclinado
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contendo 0 mesmo meio, e assim, sucessivamente, até a obtencdo de colbnias isoladas e

purificadas.
3.3.2 Testes de atividade antimicrobiana

Conforme mencionado anteriormente, o teste do agar em bloco foi o Unico ensaio
antimicrobiano aplicado a todas as coldnias purificadas. Os demais foram efetuados com 0s

extratos dos fungos submetidos a fermentacéo.
3.3.2.1 Preparo das placas de micro-organimos

Utilizaram-se cepas padrédo de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231) disponiveis no banco de cepas do Laboratério
de Bioprocessos da UNIFAL-MG. Cada micro-organismo foi cultivado em caldo BHI, a 35°C,
durante 24 h. Tal cultura foi entdo diluida em solucdo salina (NaCl 0,85% m/v) estéril
ajustando-se a turbidez na escala 0,5 de McFarland (equivalente a 1,5x108 UFC.mL™). Cada
suspensdo de micro-organismo foi entdo, uniformemente espalhada, por toda a superficie de

placas de Petri contendo agar Mueller Hinton.
3.3.2.2 Teste do &gar em bloco

Cada fungo foi inoculado em uma placa de Petri contendo agar batata dextrose e
incubado a 28°C por 15 dias. Foram obtidos fragmentos circulares do &gar contendo a col6nia
fangica, os quais foram transferidos para as placas inoculadas com 0s micro-organismos
patogénicos. Tais placas foram, entdo, colocadas no refrigerador por 20 minutos e, em seguida,
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas (ICHIKAWA et al., 1971).

3.3.2.3 Teste da difusdo em agar

Nas placas de micro-organismos, foram feitas cavidades circulares, as quais foram
preenchidas com o extrato fingico dissolvido em etanol (25 mg.mL™). As placas foram
incubadas a 37°C, por 24 h (VENTURA et al., 2012). Foram testados como controle negativo,
etanol e etanol+dimetilsulfoxido (DMSO), o qual foi empregado como co-solvente quando

necessario.
3.3.2.4 Determinagdo da concentracgdo inibitoria minima

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi feita segundo a
metodologia da microdiluicdo em caldo, preconizada pelo Clinical and Laboratory Standard
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Institute (2003), com modifica¢des. Cada extrato foi testado em triplicata e as dilui¢cbes foram
testadas de 1000 até 7,8 pg.mL™.

As suspens0es de cada micro-organismo em solucéo salina com turbidez correspondente
a escala 0,5 McFarland foram diluidas a 1% v/v em meio de cultura apropriado (caldo Muller-
Hinton, para S. aureus e E.coli, e caldo Muller-Hinton + extrato de levedura a 2% m/v, para C.

albicans).

Todas as cavidades de uma placa de 96 pocos foram preenchidas com 50 pL de meio de
cultura apropriado. Para cada amostra testada, 50 pL de extrato a 4 mg.mL™ em meio de cultura
foram colocados no primeiro poco. Ap6s homogeneizacdo, 50 pL foram removidos e
transferidos para o proximo poco e, assim, sucessivamente. Do Gltimo pogo, 50 pL foram
removidos e descartados. Em seguida, cada poco recebeu 50 pL do indculo de micro-

organismo.

As placas de teste foram incubadas a 35°C durante 20 h para E. coli e C. albicans e,
durante 24 h, para S. aureus.Os resultados foram evidenciados pelo acréscimo de 50 pL de uma

solucdo aquosa de resazurina 0,01% m/v, em cada poco da placa teste, 2 horas antes da leitura.

Foi feito controle da viabilidade dos micro-organismos, da toxicidade do solvente do
extrato, da esterilidade do meio de cultura e da esterilidade do extrato. Amoxicilina e nistatina

foram utilizadas como controles positivos.
3.3.3 Avaliacéo da atividade sobre a viabilidade de células tumorais

Os testes de avaliacdo da atividade sobre a viabilidade de células tumorais foram
executados pela Profa. Dra. Marisa lonta e seus alunos, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Unifal-MG.

Linhagens celulares derivadas de tumores humanos (adenocarcinoma mamario, MCF-
7; carcinoma hepatocelular, HepG2; carcinoma de pulmao, A549) foram utilizadas para avaliar
a atividade antiproliferativa. As células fordo mantidas em Meio Minimo de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM, Sigma, MO) suplementado com 10% m/v de Soro Fetal Bovino (SFB,
Athena, SP, Brasil) em estufa com atmosfera controlada (95% (v/v) de ar e 5% (v/v) de CO>) e

temperatura de 37°C.

As células foram semeadas em placas de 96 pogos, cujo indculo inicial foi ajustado para

cada linhagem celular. Apds 24 h, as células foram tratadas por 48 h com as amostras em
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diferentes concentragdes (6,25 a 50 pg.mL™). A viabilidade celular foi determinada utilizando-
se o Kit “Cell Titer 96TM” da Promega®. Esse ensaio detecta a quantidade de formazan
produzido a partir do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-
2H-tetrazblio, MTS) pelas desidrogenases de células metabolicamente ativas (MOSMANN,
1983; BARLTRORP et al., 1991). O formazan produzido € soltvel em meio de cultura e foi
detectado em Leitor de Elisa a 490 nm. Os valores de absorbancia séo diretamente
proporcionais ao numero de células vivas nas amostras e, portanto, a viabilidade foi

determinada comparando-se os valores de absorbancia entre culturas tratadas e ndo tratadas.

Os valores de ICsp foram calculados atraves de regresséo ndo linear usando GraphPad
Prism® software (GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).

3.3.4 Obtencao dos extratos secos

Os fungos foram fermentados em caldo Czapek (glicose 30,0 g, nitrato de sddio 2,0 g,
fosfato (mono)acido de potassio 1,0 g, sulfato de magnésio heptahidratado 0,5 g, cloreto de
potassio 0,5 g, sulfato ferroso heptahidratado 0,01g, extrato de levedura 1,0 g e agua destilada
1000 mL) (RAPER; FENNELL, 1965).

Fragmentos de &gar batata dextrose, inoculado com o fungo e incubado a 28°C durante
7 dias, foram transferidos para o caldo de fermentacdo distribuido em erlenmeyers. Para a
fermentagdo em pequena escala, foram utilizados erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de
caldo ou erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de caldo. A fermentacdo foi feita a 28°C,
durante 15 dias em estufa BOD (modo estatico) e/ou em incubadora orbital MA420, regulada
para 120 rpm.

Concluida a fermentagdo, os caldos foram filtrados e submetidos a extragdo liquido-
liquido com acetato de etila, na proporcéo de 1:1 (volume de caldo:volume de solvente). As
extracOes foram efetuadas em trés etapas, cada uma empregando 1/3 do volume total de
solvente . Depois disso, a fase aquosa dos filtrados C13.3.a agitado, C18.1.a estatico e C18.1.a
agitado foi acidificada com acido cloridrico 10% v/v, a pH 2, e foi novamente extraida com
acetato de etila, na proporcao 1:1 (v/v), em uma Unica etapa, 0s extratos assim obtidos foram
identificados por H" (exemplo: C13.3.a agitado H* refere-se ao extrato seco proveniente de
fermentacdo sob agitacdo, cujo caldo foi acidificado para se proceder a extracdo liquido-
liquido). Em seguida, as mesmas fases aquosas foram alcalinizadas a pH 10, com NaOH 0,7
mol.L. Procedeu-se nova extragdo com acetato de etila, na proporgao 1:1 (v/v), em etapa Gnica,
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resultando nos extratos identificados como OH". As fases organicas foram entdo evaporadas,

inicialmente em rotaevaporador e, depois, em capela de exaustéo.

Para a fermentacéo em grande escala, foram utilizados 3 L de caldo Czapek igualmente
distribuidos em 13 erlenmeyes de 1000 mL. A temperatura e o periodo de fermentacdo foram

0S mesmos descritos anteriormente.

Para o fungo C13.3.3, a fermentacdo em escala ampliada foi conduzida em shaker e para
a obtencdo do extrato, foi feita a extracdo liquido-liquido apenas com acetato de etila na mesma
proporcao e numero de etapas, descritos anteriormente. N&o foi realizada a acidificacdo nem a
alcalinizacdo da fase aquosa. A evaporacao do solvente das fases organicas reunidas deu origem

ao extrato C13.3.a agitado.

Para o fungo C18.1.a, a fermentacdo em larga escala foi conduzida estaticamente. O
caldo de fermentagdo filtrado foi extraido primeiramente com hexano, na propor¢do 3:1
(volume de caldo:volume de solvente). A evaporacdo dessa fase orgénica, deu origem a fracdo
hexanica do extrato C18.1.a estatico. Em seguida, a fase aquosa foi extraida com acetato de
etila, na proporcdo 3:1, duas vezes. As duas fases organicas em acetato de etila foram reunidas

e submetidas a rotaevaporacao, originando a fracdo acetato de etila do extrato C18.1.a estatico.
3.3.5 Técnicas analiticas

Procedimentos de cromatografia liquida foram empregados para o fracionamento dos
extratos brutos e a purificagdo das fragdes obtidas, as quais foram reunidas de acordo com o
seu perfil cromatografico em fase sélida. Os compostos isolados foram analisados por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.
3.3.5.1 Técnicas cromatograficas

Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram feitas em cromatoplacas DC-
Fertigfolien Alugram Xtra Sil G/UVa2s Macherey-Nagel. Como eluente utilizou-se
hexano:acetato de etila 1:1 e acetato de etila:zmetanol 7:3. As cromatoplacas foram reveladas

por exposicdo a radiagcdo UV 254nm e UV 365 nm.

Cromatografia em coluna

A Tabela 1 sumariza os procedimentos de separacdo em coluna.
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Tabela 1 — Condic6es de analise e amostras submetidas a cromatografia em coluna

Amostra Coluna Eluentes
extrato C13.3.a cartucho de silica hexano: acetato de etila (7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3;7,
agitado Waters Sep-Pak Vac 2;8), acetato de etila puro, acetato de

F5e F7

F5D1

F3

extrato

35cc 10¢g

Sephadex LH 20
(40cm x 2,5cm)

cartucho Strata C18-

E Phenomenex

Sephadex LH 20
(40cm x 2,5¢cm)

C18.1.a Sephadex LH 20

estatico (fragdoem (170cm x 2,4cm)

acetato de etila)

etila:metanol (8:2 e 1:1) e metanol puro

metanol

acetonitrila (ACN) (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 e 90% v/v) em &gua acidificada com &cido

acetico 0,1% v/v e ACN pura

diclorometano:metanol 7:3

metanol

Fonte: DO AUTOR, 2015.

Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE mencionadas nesse texto foram efetuadas em equipamento

Shimadzu, modelo Prominence, composto por duas bombas de fase mével LC-20AD,
degaseificador DGU-20 A 3R, auto-injetor SIL-20 A HT, forno para coluna CTO-20 A,
detector UV-Vis com arranjo de diodos SPD-20 A, DAD e mddulo de comunicacdo CBM-20

A.

A Tabela 2 descreve os parametros cromatograficos de tais analises.
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Tabela 2 — CondigBes de analise e amostras submetidas a CLAE

Vol. de
Amostra Coluna injecdo Flux-o Fase movel
mL.min’?
(ML)
F5B,  Shim Pack 10 1 5 a 100% v/iv de ACN em 4gua
F5D1, CLC-ODS(M) acidificada com 0,1% v/v de &cido
F3A,  (25cm, 4,6mm, acético, em 30 min.; ACN 100% por 15
P1, P2, 5um) min.
P3, P4,
P5, P6,
P7, P8,
POe
P10
F3A  Shim Pack 100 8 ACN 45% v/v em agua acidificada com
PREP-ODS acido acético 0,1% v/v por 9 min.; 45 a
228-00815-91 100% de ACN, em 2 min.; ACN 100%
(25cm, 20 mm, por 9 min.
15um)

P7 Shim Pack 100 8 ACN 45% v/v em &gua acidificada com
PREP-ODS acido acético 0,1% v/v por 10 min.; 45 a
228-00815-91 100% de ACN, em 2 min.; ACN 100%
(25cm, 20 mm, por 5 min.
15pm)

3.3.5.2 Ressonancia magnética nuclear

Fonte: DO AUTOR, 2015.

Os espectros de RMN da subfracdo F5B foram adquiridos em equipamento Bruker Bio

Spin GmbH (400 MHz para frequéncia do hidrogénio e 100 MHz para frequéncia do

carbono) equipado com trocador automatico de amostra, cryo-sonda TCI (1H/13C/15N) de 5

mm com ATMA® (Automatic Tunning MAtching) e gradiente de campo em z, sonda BBI de 5

mm com ATMA®, gradiente de campo em z, unidade de temperatura variavel, unidade geradora
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de gradiente de campo, unidade cryo-fit®e unidade LC-SPE acoplado. Os espectros dos
compostos isolados das subfracdes F3A e P7 foram adquiridos em equipamento Bruker AC300
operando a 300 MHz para frequéncia do hidrogénio e 75 MHz para frequencia do

carbono, equipado com sonda BBO de 5 mm com ATMAZ®.
3.3.6 Identificacdo dos fungos endofiticos

A identificacdo dos fungos endofiticos foi realizada pelo Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), vinculado a Universidade Estadual de

Campinas.

O DNA gendmico dos fungos endofiticos C13.3.a e C18.1.a foi extraido de acordo com
0 protocolo descrito por Raeder & Broda (1985). A metodologia consistiu na amplificacdo da
regido Espacador Transcrito Interno (ITS) para as amostras pela metodologia de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando como molde o DNA genémico extraido diretamente
da amostra. Os primers (oligonucleotideos sintéticos) utilizados para PCR foram ITS-1 e ITS-
4. Os fragmentos amplificados foram purificados a seguir e submetidos diretamente ao
sequenciamento em sequenciador automatico ABI3500XL Series (Applied Biosystem). Os
primers utilizados para o sequenciamento foram ITS-1 e ITS-4. As sequéncias parciais da
regido ITS obtidas com os diferentes primers foram montadas em um contig (sequéncia Unica
combinando os diferentes fragmentos obtidos) e comparada com as sequéncias de organismos

representados nas bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Centraalbureau

voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre (CBS) (http://www.cbs.knaw.nl/). As
sequéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1994) e

as andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versdo 4.0
(TAMURA et al., 2007). As matrizes de distancia evolutiva foram calculadas com o modelo de
Kimura (1980) e a construcédo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas, foi feita
pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987), com valores de inicializagdo
calculados a partir de 1000 re-amostragens, utilizando o software de rotina incluido no MEGA
4.0.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.knaw.nl/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste texto, os resultados serdo apresentados de forma a facilitar a sua compreensédo o

que ndo necessariamente coincide com a ordem cronoldgica em que foram obtidos.
4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Foram isoladas 158 col6nias fangicas. Mais coldnias emergiram a partir das folhas
coletadas em ambiente rural do que do material urbano. Tal observacdo foi quantificada pela
frequéncia de isolamento, conceituada como a razdo entre 0 nimero de fragmentos com
crescimento fangico e o nimero total de fragmentos incubados, cujos resultados estdo exibidos
na Tabela 3. A constatacdo de uma maior frequéncia de isolamento nas amostras provenientes
da zona rural do que da zona urbana condiz com o relatado na literatura. No ambiente rural, a
maior proximidade entre as espécies vegetais facilita o0 mecanismo de transmissao horizontal
de fungos endofiticos, resultando em comunidades endofiticas mais numerosas e mais variadas
(ALY etal., 2011).

Das 158 colbnias isoladas, 148 foram purificadas.

Tabela 3 — Frequéncia de isolamento dos fungos endofiticos.

Procedéncia N’ de fragmentos N’ de fragmentos Frequéncia de
incubados com crescimento isolamento
fangico
arvore rural 95 85 0,895
arvore urbana 50 35 0,700
Total 145 120 0,828

Fonte: DO AUTOR, 2015.

4.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

De ambos os fungos submetidos a identificacdo (cepas C13.3.a e C18.1.a), fragmentos
daregido ITS foram amplificados com sucesso a partir do DNA gendmico extraido da amostra.

A regido ITS1-5.8S-1TS2 nédo ofereceu resolucao suficiente para discriminar a espécie.
4.2.1 Cepa C13.3.a

De acordo com a sequéncia de DNA (FIGURA 5) e a analise filogenética (FIGURA 6),
a cepa C13.3.a foi identificada como complexo Alternaria alternata.
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Figura 5 — Sequéncia parcial do operon ribossomal proveniente da cepa C13.3.a

TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAAAGTTGAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTG

CTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCT

AGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGC

GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT

GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTT

TGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCC

GAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGG

Fonte: DE ANGELIS, 2015a.

Figura 6 — Arvore filogenética demonstrando as relagdes filogenéticas entre a sequéncia parcial das regides do
operon ribossomal ITS1-5.8S-1TS2 da cepa C13.3.a e sequéncias de linhagens de micro-organismos
relacionados presentes nas bases de dados CBS e GenBank

61

Clathrospora heterospora CBS 175.52 (KC584227)
——— Alternaria arborescens CBS 109730 (FM958522)
Alternaria daucifolii CBS 118812 (KC584193)
Alternaria limoniasperae CBS 102595 (JX397904)

Alternaria gaisen CBS 632.93 (KC584197)
99

Alternaria tenuissima CBS 880.95 (FM958531) r Se(;éo alternata
Nimbya gomphrenae CBS 108.27 (KC584236)

C13.3.a

Alternaria longipes CBS 917.96 (FM958527
Comoclathris magna CBS 174.52 (KC584228)
Alternaria alternata CBS 916.96 (KF465761) -

|Alternaria alternantherae CBS 124392 (KC584179) 1
9| Alternaria perpunctulata CBS 115267 (KC584210)
94— Alternaria pseudorostrata CBS 119411 (JN383483)

46

Secéo Porri
I Alternaria solani CBS 116651 (KC584217) }

—— Alternaria vaccariae strain CBS 116533 (KC584223)
94 L_ Alternaria nobilis CBS 116490 (KC584208)

0.005

Fonte: DE ANGELLIS, 2015a.

Embellisia annulata CBS 302.84 (AB120853)

1 - Secdo Alternantherae 2 - Secao Gypsophilae

Recentemente, o fungo endofitico A. alternata foi descrito como causador da

fitopatogenia conhecida como black spot em H. impetiginosus (DAL BELLO etal., 2015). Esse

mesmo micro-organismo também ja foi isolado de Tabebuia argentea, uma outra espécie de
Bignoniaceae (SADANANDA et al., 2011).



42

422 CepaCl8.1a

De acordo com a sequéncia de DNA (FIGURA 7) e a analise filogenética (FIGURA 8),
a cepa C18.1.a foi identificada como Lasiodiplodia sp.

Figura 7 — Sequéncia parcial do operon ribossomal proveniente da cepa C18.1.a

TGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTCTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTG
GCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAAACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTG
CTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATA
CACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAGCATA

Fonte: DE ANGELIS, 2015b.

Figura 8 — Arvore filogenética demonstrando as relacdes filogenéticas entre a sequéncia parcial das regides do
operon ribossomal 1TS1-5.8S-1TS2 da cepa C18.1.a e sequéncias de linhagens de micro-organismos
relacionados presentes nas bases de dados CBS e GenBank

Lasiodiplodia parva CBS 456.78T (NR 111265)
18 Lasiodiplodia euphorbicola CMM3609 T (KF234543)
12 | Lasiodiplodia hormozganensis CERC2032 T (KP822969)
| Lasiodiplodia theobromae CBS113520 (EF622076)

55 Lasiodiplodia citricola 3k62 T (KF955688)

Lasiodiplodia brasiliense COAD1786 T (KP244696)
Lasiodiplodia theobromae CBS 164.96 (NR 111174)

L Lasiodiplodia egyptiacae BOT10 T (JN814397)
Lasiodiplodia theobromae CBS289.96 (EF622070)

Lasiodiplodia viticola CMM4014 T (JX464098)
29— Lasiodiplodia gilanensis 3k59 T (KF955690)
59 | Lasiodiplodia plurivora STE-U 5803 T (EF445362)

Cl8.1.a
37| —— Lasiodiplodia missouriana UCD2193MO T (HQ288225)

29 Lasiodiplodia pseudotheobromae CBS 116459 T (NR 111264)
88 || Lasiodiplodia iranensis CERC2032 T (KP822975)

Diplodia corticola CBS 112549 (NR111152)

0.005

Fonte: DE ANGELIS, 2015b.

O fungo endofitico Lasiodiplodia sp. foi isolado, por outros pesquisadores, de Acanthus
ilicifolius (CHEN et al., 2015), do coqueiro (MATSUMOTO e NAGO, 1994) e da videira

(ANDOLFI et al., 2014) e descrito como agente fitopatogénico. Nesses dois ultimos trabalhos
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mencionados, as plantas hospedeiras ndo foram cientificamente especificadas pelos autores.
Até 0 momento ndo hé relatos sobre o isolamento desse micro-organismo a partir de espécies

de Bignoniaceae e nem estudos sobre a atividade biologica de seus extratos.
4.3 TESTE DO AGAR EM BLOCO
Dos 148 fungos testados, apenas A. alternata inibiu o crescimento de S. aureus.

No presente trabalho elegeu-se o teste do &gar em bloco como método de triagem para
a selecdo dos fungos que seriam estudados por ser um teste de baixo custo e facil execucdo em
relacdo a outros. Entretanto, é evidente que a auséncia de atividade antimicrobiana ndo descarta
a presenca de outras atividades importantes como a antitumoral, por exemplo. O ideal seria que
fosse possivel avaliar outras propriedades bioativas para se eleger o(s) alvo(s) de estudo, porém,
ndo foram encontrados na literatura ensaios que seriam viaveis de serem aplicados a um nimero

tdo grande de amostras, dentro dos recursos disponiveis para este projeto.
4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS SECOS

Os resultados do processo de fermentacdo em pequena escala e respectiva extragdo estao
apresentados na Tabela 4. Foram obtidos maiores rendimentos, em massa, pela fermentacéo
estatica do que sob agitacdo, tanto para o fungo A. alternata quanto para Lasiodiplodia sp.,
sendo a diferenca ainda mais significativa no Gltimo caso. Essa constatacdo sugere que em
condicBes de estresse decorrente de aeracdo reduzida, o metabolismo fungico seja estimulado,
pelo menos a nivel quantitativo. Além da influéncia da aeragdo, aqui constatada, outros
parametros de cultivo interferem na quantidade e qualidade dos extratos produzidos. A
otimizacdo de fatores como a temperatura, pH, e composi¢cdo do meio também permite a
obtengdo de maior rendimento. E importante ressaltar que nem sempre o aumento no
rendimento da biomassa produzida é proporcional ao aumento da producdo de metabolitos de
interesse (GARYALI et al., 2014). Portanto, é indiscutivel a importancia da otimizacdo das
condicdes de cultivo e fermentacdo, entretanto, tal estudo so6 é possivel quando ja se conhecem

0s compostos de interesse produzidos pelo fungo em estudo.
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Tabela 4 — Extratos secos obtidos pela fermenta¢do em menor escala e respectivos rendimentos

Extrato Volume do Massa de Massa de
caldo de extrato obtida extrato obtida
fermentacao (mg) (mg)/volume do
(mL) caldo (mL)

Cl.2b 200 17,0 0,085

C7.3.a 400 37,0 0,093

A. alternata estatico 100 17,0 0,170

A. alternata agitado 200 20,5 0,103

A. alternata agitado H* 200 91 0,046

A. alternata agitado OH" 200 4,0 0,020

Lasiodiplodia sp. estatico 200 138,2 0,691

Lasiodiplodia sp. estatico H* 200 37,6 0,188

Lasiodiplodia sp. estatico OH" 200 4,0 0,020

Lasiodiplodia sp. agitado 100 13,0 0,130

Lasiodiplodia sp. agitado H* 100 88,1 0,881

Lasiodiplodia sp. agitado OH" 100 4,0 0,040

A26.1.a 200 10,5 0,053

Fonte: DO AUTOR, 2015.

A fermentacdo em maior escala, conduzida sob agitacdo (por 15 dias, a 28°C em caldo
Czapek), do fungo A. alternata resultou em 396,5 mg de extrato seco, sendo que para cada 1
mL de caldo fermentativo obteve-se 0,132 mg de extrato seco. Na fermentacdo em pequena
escala, para cada 1 mL de caldo fermentativo foi obtido 0,103 mg de extrato seco. No caso do
fungo Lasiodiplodia sp., a segunda fermentacao, sob condi¢do estatica, possibilitou a obtencéo
de 2128,8 mg de extrato seco (95,8 mg na fracdo hexanica e 2033 mg na fracdo em acetato de
etila). Para esse micro-organismo, as relagdes massa de extrato (g)/mL de caldo de fermentacao
foram 0,691 e 0,710 para a menor e a maior escala, respectivamente.

A maturidade do inoculo, a temperatura, a composi¢do do meio e o periodo de duracédo
foram os mesmos tanto na fermentacdo em pequena escala quanto na fermentacdo em grande
escala. Houve variacdo na proporcdo volume de meio/volume do frasco utilizado (0,4 e 0,23,
respectivamente). Além disso, ndo houve adequada uniformidade no tamanho dos fragmentos

de indculo, os quais foram cortados manualmente sem empregar um instrumento padronizado.
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Tais variagfes provavelmente sdo as responsaveis pela alteracdo de rendimento observada
(GARYALLI et al.,2014). No caso da fermentacdo do fungo A. alternata, a aeracdo também
variou, uma vez que a agitacdo foi promovida por equipamentos diferentes. Houve um
incremento de 28% no rendimento do extrato seco obtido comparando a segunda fermentagéo
com a primeira, enquanto que para Lasiodiplodia sp., fermentado estaticamente, 0 aumento

observado foi apenas 2,7%.
4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FUNGICOS

Foi observada atividade antimicrobiana para extratos de fungos que ndo inibiram o
crescimento microbiano quando o desempenho de sua col6nia de origem foi avaliado. Cabe
ressaltar que o controle efetuado com o solvente empregado para dissolucdo do extrato forneceu
resultado negativo e que ndo foi detectada contaminacdo do cultivo durante o processo

fermentativo.
4.5.1 Difusdo em agar

Alguns extratos inibiram o crescimento dos micro-organismos, o que foi evidenciado
pelo surgimento de um halo de inibi¢do nas placas inoculadas, ao redor das cavidades nas quais
foram depositados os extratos em analise. A Tabela 5 apresenta os didmetros dos halos (mm)

frente aos trés patdgenos estudados.

Embora os fungos C1.2.b e Lasiodiplodia sp. ndo tenham apresentado atividade
antimicrobiana quando submetidos ao teste do agar em bloco, frente a C. albicans, S. aureus e
E. coli, os extratos da fermentagdo de ambos foram ativos no teste pelo método de difusdo em
agar. Isso provavelmente ocorreu devido ao fato dos metabolitos estarem mais concentrados no
extrato do que no meio de cultura. Além disso, a presenca do solvente pode ter facilitado a
difusdo de metabdlitos menos polares sobre a placa inoculada com os micro-organismos em
teste. Entretanto, ndo se considerou que tais limitagOes tenham inviabilizado a aplicagdo do
teste do agar em bloco como ensaio de triagem, pois o Unico fungo positivo nesse teste foi

aquele cujo extrato apresentou a melhor atividade antimicrobiana.
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Tabela 5 — Resultado do teste de atividade antimicrobiana dos extratos flngicos pelo método de difusdo em agar

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Extrato fangico Candida Staphylococcus Escherichia coli
albicans aureus
Cl.2b - 12 -
C7.3.a - - -
A. alternata estatico - 19 -
A. alternata agitado 15 25 -
A. alternata agitado H* 11 14 -
A. alternata agitado OH" 14 15 -
Lasiodiplodia sp. estatico - 13 -
Lasiodiplodia sp. estatico H* - 11 14
Lasiodiplodia sp. estatico OH 13 15 16
Lasiodiplodia sp. agitado - 10 -

Lasiodiplodia sp. agitado H* .
Lasiodiplodia sp. agitado OH- -
A26.1.a -

O sinal (-) representa auséncia de halo de inibicéo.

Fonte: DO AUTOR, 2015.

4.5.2 Determinacéo da CIM

Alguns extratos fungicos apresentaram faixa de concentragdo inibitoria minima menor

que 1000 pg.mL?! para C. albicans e S. aureus (TABELA 6). A menor faixa de CIM

determinada, 250-125 pg.mL™* para o extrato A. alternata agitado contra S. aureus, é coerente

com o resultado encontrado no teste de difusdo em agar, no qual o efeito mais intenso de

inibicdo de crescimento desse micro-organismo foi exercido pelo mesmo extrato.
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Tabela 6 — Determinacdo da concentracdo inibitéria minima de extratos fungicos frente a Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Extrato fangico Faixa de concentracéo inibitéria minima (Mg.mL™?)
C. albicans S. aureus E. coli
Cl.2.b - * -
A. alternata estatico - * -
A. alternata agitado 500-1000 125-250 -
A. alternata agitado H* 500-1000 * -
A. alternata agitado OH" 500-1000 * -
Lasiodiplodia sp. estatico - * -
Lasiodiplodia sp. estatico H* - * *
Lasiodiplodia sp. agitado - 250-500 -
amoxicilina - < 0,625 -
nistatina > 16 - -

(*) CIM maior que 1000 pg.mL*; (-) teste ndo realizado.

Fonte: DO AUTOR, 2015.

Embora os extratos tanto de A. alternata quanto de Lasiodiplodia sp. tenham inibido o
crescimento de S. aureus, as menores faixas de CIM determinadas (125-250 e >1000 pg.mL?
respectivamente) ndo séo valores promissores. A fim de ser considerada interessante, a CIM de
extratos deve ser inferior a 100 ug.mL™ (COS et al., 2006). Entretanto, vale ressaltar que a
atividade antimicrobiana ndo significativa dos extratos pesquisados ndo impede que, talvez,

compostos deles isolados sejam eficazes para o controle de micro-organismos.
4.6 ATIVIDADE SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS TUMORAIS

Os resultados da avaliacdo da atividade sobre a viabilidade de células tumorais
apresentados pelos extratos obtidos pela fermentacéo inicial, em menor escala, 0s quais seréo
relatados na préxima subsecdo, embasaram a selecdo dos fungos endofiticos que foram

fermentados pela segunda vez, em maior escala.
4.6.1 Dos extratos fungicos obtidos pela fermentacdo em menor escala

Os resultados do teste da atividade dos extratos C7.3.a, A. alternata agitado,
Lasiodiplodia sp. estatico e Lasiodiplodia sp. estatico H* sobre a viabilidade de células MCF-

7, HepG2 e A549 encontram-se representados na Figura 9. Na mesma figura também podem
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ser observados os resultados de controle de viabilidade celular (padrdo) e controle do co-
solvente empregado no teste (DMSO).
Figura 9 — Avaliacdo da atividade dos extratos fungicos C7.3.a, A. alternata agitado (1% fermentacdo),

Lasiodiplodia sp. estatico e Lasiodiplodia sp. estatico H*, todos a 40 pg.mL™, sobre a viabilidade
de células MCF-7, HepG2 e A549

MCF-7 HepG2 A549
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123456
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Legenda: 1 — padrao; 2 — DMSO; 3 — C7.3.A; 4 — A.alternata agitado; 5 — Lasiodiplodia sp. estético; 6 —

Lasiodiplodia sp. estatico H.

Fonte: DO AUTOR, 2015.

Esses testes foram realizados como uma triagem preliminar para selecionar os fungos
promissores para cultivo em maior escala. Por seu extrato, fermentado sob agitacéo, ter
apresentado maior eficiéncia na inibi¢do de viabilidade celular de todas as linhagens estudadas,
o fungo endofitico A. alternata foi selecionado para ser submetido a fermentacdo em maior
escala, com o intuito de se obter quantidade de extrato suficiente para o estudo quimico de sua

composicao.

O extrato do fungo endofitico Lasiodiplodia sp., obtido sob condicdo estatica, também
reduziu significativamente a viabilidade de células MCF-7 e HepG2. Entretanto, ndo afetou tdo
intensamente a viabilidade de células A549. Esses resultados sugerem um tipo de seletividade
e, portanto, motivaram a investigacdo dos componentes de tal extrato. A relevancia de tal
constatacdo pode ser ilustrada, por exemplo, pelo composto espiromassaritona encontrado de
forma inédita no produto de fermentacdo do fungo endofitico Massrison sp., isolado de
Rehmannia glutinosa. A espiromassaritona exibiu ICso 6,8 pg.mL?, 5,6 ng.mL* e 9,8 pg.mL*
contra células MCF-7, HepG2 e A549, respectivamente. Entretanto, sua ICso contra células
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normais de figado humano (L-02) foi 7,2 ug.mL™, revelando auséncia de seletividade entre

células sadias e células tumorais (SUN et al., 2011).
4.6.2 Do extrato agitado de A. alternata (22 fermentacéo) e suas fragoes

Os resultados da avaliacdo de atividade do extrato de A. alternata, proveniente da
fermentacdo em maior escala, e de suas fragdes F3, F5 e F7 sobre a viabilidade de células MCF-
7, HepG2 e A549 estdo representados na Figura 10.

Figura 10 - Efeito exercido pelo extrato de A. alternata (22 fermentacgéo) e suas fracfes, F3, F5 e F7, todos a 40
pg.mL™, sobre a viabilidade de células MCF-7, HepG2 e A549

MCF-7 HepG2 A549
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Legenda: 1 — padrdo; 2 - DMSO; 3 -F3;4 - F5;5-F7; 6 — A. alternata agitado
Fonte: DO AUTOR, 2015.

Observou-se que o0 extrato A. alternata agitado proveniente da 22 fermentagao (em maior
escala) exerceu menor efeito sobre a viabilidade de células HepG2, A549 e, principalmente,
MFC-7 em comparacdo ao extrato A. alternata agitado oriundo da 12 fermentacdo (FIGURA
8). A possibilidade de haver reducéo na atividade bioldgica em decorréncia do armazenamento
do fungo em laboratério e de seus sucessivos repiques € relatada na literatura. Uma das
explicacOes seria que embora o estimulo da planta hospedeira sobre o metabolismo do endéfito
ainda se manifeste nos micro-organismos recém isolados, enfraquece ao longo do tempo e com
a renovacao das cepas tende a desaparecer (ALY et al., 2011). A importancia do fracionamento
bioguiado foi realcada pela observagdo do desempenho superior de F3 e F5 em comparacdo a
F7.

Experimentos onde a concentracgdo do extrato agitado A. alternata (22 fermentagéo) e de

suas fragdes F3 e F5 variaram de 6,25 a 50 pg.mL™ permitiram calcular a 1Cso dessas amostras
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sobre a viabilidade das células tumorais testadas anteriormente. Tais valores encontram-se na
Tabela 7.

Tabela 7 — ICso do extrato A. alternata agitado e de suas fragtes, F3 e F5, frente a linhagens

de células tumorais

ICs0 (ng.m L'l)
amostra
MCF-7 HepG2 A549
F3 10,2845,22 9,75+1,31 12,89+2,08
F5 34,70+2,34 34,45+1,80 85,86+0,98
Cl13.3.aagitado 18,84+1,69 18,55+1,67 26,90+1,86
cisplatina 21,12+1,56 27,15+1,73 7,15%+1,56

Fonte: DO AUTOR, 2015.

O extrato agitado do fungo endofitico A. alternata demonstrou ICso contra células MCF-
7 e HepG2 menores que o farmaco cisplatina, usado como controle positivo. Seu fracionamento
quimico propiciou 0 aumento da atividade de reducdo da viabilidade de células tumorais,
evidenciado pelo desempenho superior da subfracdo F3, na qual, provavelmente o(s)
principio(s) ativo(s) esta(do) mais concentrado(s) e/ou livre(s) de antagonismo por outro

constituinte.

Embora os valores de 1Cso da fragcdo F3 contra as linhagens celulares ensaiadas sejam
indicios de atividade biologica satisfatoria, os resultados s poderiam ser considerados
promissores se tivesse sido avaliada a atividade citotoxica contra células normais. Os testes de
citotoxicidade frente a células normais, pelo menos na UNIFAL, apenas sdo realizados com
compostos isolados. Se fosse possivel conhecer o efeito dos extratos brutos ou de suas fragdes
sobre a viabilidade de células sadias, seguramente a bioprospeccéo de moléculas com potencial

farmacologico seria conduzida de forma mais racional.
4.7 ESTUDO QUIMICO DOS EXTRATOS

Os resultados do estudo quimico dos extratos dos fungos endofiticos foram
preponderantemente limitados em virtude do baixo rendimento em massa obtido pela
fermentacdo. Muitas fragdes ndo foram obtidas em quantidade suficiente para sofrerem novos
processos de separacdo e muito menos para terem sua atividade bioldgica avaliada, a fim de
direcionar a purificacao das fracbes mais ativas. Do extrato do fungo Alternaria alternata, foi

possivel bioguiar o estudo de algumas das primeiras fragfes. Entretanto, a quantidade de
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amostra dispensada para o ensaio biologico dificultou o isolamento de compostos em
quantidade suficiente para serem identificados e bioavaliados individualmente. Por esse
motivo, do fungo Lasiodiplodia sp., optou-se por ndo efetuar o fracionamento bioguiado, a fim

de preservar maior quantidade de amostra para estudos posteriores.
4.7.1 De Alternaria alternata

Com base no perfil apresentado na cromatografia de camada delgada, as fracGes F1 e
F9, assim como as subfragdes F3B, F5A, F5C, F5D (1, 2, 3, 5 e 6), F5E e F5F requerem
operacgdes de separacdo adicionais para que se possa tentar isolar algum composto, entretanto

possuem massa em quantidade inviavel para isso.

As subfracdes de F7 necessitariam de novos procedimentos de purificacdo, mas, seu
estudo foi suspenso devido ao seu fraco desempenho em reduzir a viabilidade de células

tumorais. As fracOes que exibiram atividade significante (F3 e F5) receberam prioridade.
F3A

A subfracdo F3A, submetida a CLAE semi-preparativa, resultou no isolamento do
composto com tempo de retengdo 8.26 min., cujo pico estd assinalado no cromatograma

representado pela Figura 11.

Figura 11 — Cromatograma referente a purificacdo da subfracdo F3A do extrato de A.
alternata por CLAE semi-preparativa

s SeT25AnT AT (L00) Pardmetros da andlise: Coluna Shim Pack PREP-
1757 ODS 228-00815-91 (25cm, 20mm, 15um), fluxo: 8
] mL.min’t, volume de injegdo: 100 uL, fase movel:
] ACN 45% v/v em agua acidificada com &cido
1251 acético 0,1% v/v por 9 min.; 45 a 100% de ACN,

em 2 min.; ACN 100% por 9 min.
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Fonte: DO AUTOR, 2015.
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Apos a eliminagdo da fase movel, obteve-se um sélido branco com massa 3,3 mg, o qual
foi analisado por RMN. Os espectros de H, DEPT-135 (Distortionless Enhacement by
Polarization Transfer) e HSQC (Heteronuclear Simple Quantum Correlation) encontram-se
representados nas Figuras 12, 13 e 14, respectivamente. A Tabela 8 representa os deslocamentos

quimicos para carbono e hidrogénio tal como apareceram correlacionados no HSQC.

Tabela 8 — Deslocamentos quimicos presentes na subfracdo F3A do extrato de A. alternata

38C 3'H 3C 3H

(75 MHz, CDCl3) | (300 MHz, CDCl3) | (75 MHz, CDCl3) | (300 MHz, CDCls)
148 (CH) 6,65 (M) 34,1 (CHy) 1,97 (m) 1,69 (m)
131 (CH) 6,65 (M) 32,6 (CHy) 2,37 (m) 2,50 (m)
113 (CH) 6,28 29,7 1,28 (m)
103 (CH) 6,34 24,1 (CHy) 1,69 (m) 2,07 (s)
72,8 (CH) 4,90 (m) 19,9 (CH3) 1,28 (m)
60,5 4,14 (m) - 12,6 (s)
43,9 (CHy) 3,55(d,J=18Hz) 4,06 | - -

(-) significa auséncia de dados

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Pela analise dos dados espectrais, s&o observados carbonos do tipo sp?, provavelmente
aromaticos, cada qual ligado a um préton, correspondentes aos deslocamentos quimicos em
148, 131, 113 e 103 ppm. O deslocamento quimico em 72,8 ppm pode ser atribuido a carbono
terciario ligado a um &tomo eletronegativo como oxigénio ou algum halogénio. Também séo
observados outros carbonos sp®: secundarios em 43,9, 34,1, 32,6 e 24,1 ppm e primario em 19,9
ppm. O proton com deslocamento quimico em 12,6 ppm evidencia a presenca da funcdo acido
carboxilico. Entretanto, os resultados ndo foram suficientes para identificar a estrutura
molecular. Para tal identificacdo, seria necessario obter o espectro COSY (COrrelation
SpectroscopY), HMBC (Heteronuclear MultipleBond Correlation) e efetuar a espectrometria

de massas.



Figura 12 — Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls) do composto isolado da subfragéo
F3A do extrato de A. alternata
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Figura 13 — Espectro de DEPT-135 (75MHz, CDClIs) do composto isolado da subfracdo F3A

do extrato de A. alternata
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Figura 14 — Espectro HSQC (300, 75 MHz, CDCls) do composto isolado da subfracdo F3A
do extrato de A. alternata
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A andlise cromatografica de F5B, representada na Figura 15, demonstrou a presenca de

um composto majoritario, aparentemente, com pequeno teor de contaminacao.

Figura 15 — Cromatograma da subfracdo F5B do extrato de A. alternata analisada por CLAE

mAU
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1000+ acetonitrila  (ACN) em agua Milli-Q
] acidificada com 0,1% v/v de &cido acético, em
7504 30 minutos, seguido por 100% de ACN
] durante 15 minutos. Volume de inje¢do 10 uL
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Fonte: DO AUTOR, 2016.
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Apos a evaporagdo do solvente da subfracdo F5B, foi obtido um sélido vitreo (m= 2,4
mg), cujos espectros de RMN de prétons, *C, COSY, HSQC e HMBC est4o representados nas
Figuras 16, 17, 18, 19 e 20 respectivamente.

Figura 16 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, MeOD) da subfragdo F5B do extrato de A. alternata
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Figura 17 — Espectro de 3C (100 MHz, MeOD) da subfracdo F5B do extrato de A. alternata
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Figura 18 — Espectro COSY (400,400MHz, MeOD) da subfracdo F5B do extrato de A. alternata
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Figura 19 — Espectro HSQC (400,100MHz, MeOD) da subfracdo F5B do extrato de A. alternata
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Figura 20 — Espectro HMBC (400,100MHz, MeOD) da subfracéo F5B do extrato de A. alternata

Jaine_Amostra_F5B.300.1.2m
Grupo RMN

T
5

2 (ppm)

r18o
riso
200

r210

T T T T T T
12 11 10 9 8 7

Fonte: DO AUTOR, 2016.

5
72 (ppm)

f1 (ppm)

1 (ppm)

57



58

Dentre os resultados de RMN é possivel visualizar tanto deslocamentos quimicos quanto
correlagdes compativeis com a estrutura molecular de 4-hidroxi-benzaldeido, como pode ser
visto pela Tabela 9. O espectro de RMN-'H da subfracdo F5B apresentou um simpleto em &
9,66 referente a &tomo de hidrogénio de grupo aldeido, dois multipletos em & 7,68 e & 6,81,
integrando para dois cada um dos sinais, representando quatro atomos de hidrogénios

aromaticos.

Observou-se o sistema de spin AA’BB’ com constantes de acoplamento Jag e Ja's’
iguais e com valor de 8,8 Hz indicando acoplamento vicinal. Esse padrdo de acoplamento
AA’BB’ é facilmente reconhecido devido a sua simetria, 0 que indica um anel benzénico p-
dissubstituido.

Pelo espectro COSY (*H-!H) foi possivel observar as correlagdes dos hidrogénios em §
7,68 e § 6,81 do anel aromatico. No espectro HMBC (*H-'3C a longa distancia), foi possivel
observar carbonos em 133 e 128 ppm pertencentes ao anel aromatico, em 164 ppm
caracteristico de carbono aromatico funcionalizado com grupo hidroxila e em 192 ppm,

correspondente a funcéo aldeido.

Tabela 9 — Estrutura molecular do composto 4-hidréxi-benzaldeido e sua equivaléncia com os dados espectrais de
RMN da subfracéo F5B do extrato de A. alternata

dC o'H
Posicdo (100MHz, (400MHgz, HMBC COSY
MeOD) MeOD)
1 128 - - -
2,6 133 7,68(d,J=8,8Hz) 133, 164, 192 6,81
35 116 6,81(d,J=8,8Hz) 116, 128 9,66, 7,68
— COSY 4 164 - - -
- -+ HMBC 7 192 9,66 () 133, 128 6,81

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Os deslocamentos quimicos encontrados na subfracdo F5B coincidem com aqueles para

4-hidréxi-benzaldeido ja relatados na literatura, como pode ser comparado na Tabela 10.



59

Tabela 10 — Comparacéo entre os deslocamentos quimicos da subfracdo F5B do extrato de A. alternata com os
publicados para 4-hidroxi-benzaldeido por Lee et al. (2010).

8 'H em MeOD 3 3C em MeOD

Posicao F5B Lee et al. F5B Lee et al.

(400 MHz) (500 MHz) (100 MHz) (125 MHz)
1 - - 128 129,1
2e6 7,68 (d,J=8,8 Hz) 7,77 (d,J=8,7 Hz) 133 132,3
3eb 6,81 (d,J=8,8 Hz) 6,93 (d,J=8,7 Hz) 116 115,7
4 - - 164 164,1
7 9,66 (s) - 192 191,6

Fonte: LEE et al., 2010; DO AUTOR, 2016.

O composto 4-hidroxi-benzaldeido ja foi isolado como metabdlito de Pestalotiopsis
vaccinni (ZHOU et al., 2014), Diaporthe gulyae (ANDOLFI et al., 2015), Aspergillus
similanensis (PROMPANYA et al., 2014), Dothideomycete sp. (HEWAGE et al., 2014) e
Phoma exigua var. exigua (EVIDENTE et al., 2011). Num estudo com metabdlitos do fungo
ndo endofitico Phellinus igniarius, 4-hidréxi-benzaldeido foi proposto como um precursor
metabolico de furo[3,2-c]pirano-4-ona, feligridina C (MO et al., 2004). O mesmo aldeido
também foi relatado como precursor de &cido p-hidroxibenzoico (SIRCAR e MITRA, 2009).

De acordo com relatos na literatura, 4-hidroxi-benzaldeido nédo inibiu o crescimento de
S. aureus (XU et al., 2011) e nem a proliferacdo de células A549 e HepG2 (LI et al., 2015).
Esse composto a 50 M ndo inibiu significativamente a viabilidade de células tumorais de ascite
de Ehrlich. Mas, exerceu notdrio efeito sinérgico sobre outros compostos isolados de Aloe ferox,
0s quais, separadamente, também ndo reduziram apreciavelmente a viabilidade das células
mencionadas (KAMETANI et al., 2007). Portanto, pode ser que 4-hidréxi-benzaldeido tenha
contribuido para a redugdo da viabilidade celular observada, entretanto, provavelmente outros

compostos estdo envolvidos na manifestacao dessa bioatividade.
4.7.2 De Lasiodiplodia sp.

A purificacdo de parte da fracdo P7, por CLAE semi-preparativa, permitiu a obtencéo
de um solido branco, com massa igual a 3,9 mg. Desse composto obteve-se o espectro de RMN
de hidrogénio, representado na Figura 21. Os deslocamentos quimicos indicam tratar-se de um

composto aromatico. H& presenca de substituintes, pois sdo observados 4 ambientes
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magneticamente diferentes de hidrogénios aromaticos. N&o hé indicios de cadeia alifatica. Nao

foi possivel identificar o composto com os dados disponiveis até 0 momento.

Figura 21 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, MeOD) do composto isolado da fragdo P7 do extrato de

Lasiodiplodia sp.
1149.100.1.1¢ L
1149 1.30E+08
Proton SRBAE LWL £23IIFYTEIR [1.26407 @
MeOD sesddedes | RERSASESEH ==
VSNIAA Ta F1.5E+07 SNV e 1106107 ¥ F1.20E+08
8.0E+06 [1.0E+07
1.0E+07 | ~1.106+08
" , “' 16.0E+06
|
! +4,0E+06 +5.064+06 1.00E+08
ot _ |
,M\ I 5.0E+06 W ' .
ML U F20E+06 ,
AYYA L, L . I\ 9.00E+07
A looEto0 ——— ~—————00E+t00 ——— = L0.0E+00
T T T T T T T . r . ,
810 805 8.00 7.50 745 7.40 7.35 7.25 7.20 715 710 8.00€+07
f1 (pom) f1 {ppm) f1 (ppm)
7.00E+07
+6.00E+07
+5.00€+07
F4.00€+07
3.006+07
2.006+07
J F1.00€+07
+0.00E+00
-1.00E+07
T T T
5 14 13 12 " 10 9 8 7 6 5 Il 3 2 1 0 1
f1 (ppm)

Fonte: DO AUTOR, 2016.



61

5 CONCLUSAO

Os fungos endofiticos Alternaria alternata e Lasiodiplodia sp. isolados de
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC) Mattos, submetidos a fermentagdo em meio
liquido, produziram metabdlitos que, parcialmente associados entre si, exerceram relevante
atividade biologica. Os extratos provenientes de tais fermentacdes reduziram
significativamente a viabilidade de linhagens celulares derivadas de cancer humano de mama
(MCF-7) e figado (HepG2), no caso de Lasiodiplodia sp., e, além das mencionadas
anteriormente, o extrato de A. alternata também foi ativo contra as células A549, referentes a

carcinoma de pulmédo. Os extratos obtidos também exibiram discreta atividade antimicrobiana.

O promissor desempenho dos extratos obtidos estimulam a identificagdo estrutural de
seus componentes e a avaliagdo dos compostos isolados frente a viabilidade das mencionadas
linhagens de células tumorais. Caso as substancias isoladas também manifestem a atividade
bioldgica, é interessante aprofundar os estudos no sentido de se elucidar o mecanismo de acéo.
A citotoxicidade de tais compostos também deve ser avaliada frente a células normais para se

verificar a viabilidade de se iniciarem estudos in vivo.

Uma vez conhecidos os compostos bioativos, desde que sejam estruturas ineditas,
surgem duas novas perspectivas. A primeira delas seria o estudo de sua rota biossintética, a fim
de se otimizar sua producao pela varia¢ao das condigOes de fermentagdo dos fungos. A segunda
possibilidade seria a modificacdo estrutural visando o incremento de bioatividade, 0 aumento

de biodisponibilidade e/ou a reducéo de efeitos adversos.

Cabe ressaltar também, que considerando que apenas trés fungos endofiticos foram
testados frente a viabilidade das células tumorais e dois exibiram resultados relevantes, as

demais 145 cepas isoladas também precisam ser investigadas quanto a esse aspecto.

Conclui-se, portanto, que os resultados encontrados no presente trabalho demonstraram
indubitavelmente a importancia dos estudos de prospeccao de compostos bioativos no produto
de fermentacéo de fungos endofiticos isolados de Handroanthus impetiginosus e abriram frente

para a realizacao de diversas investigagdes posteriores.
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