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REsumMoO

Os fungos endofiticos sdo recursos Uteis para prospeccdo de biomoléculas
ativas. Nesta pesquisa foram estudados 4 fungos (BDL-DM5-G13; BDL-DM2-
G15; SBL-DM1-G12; BDL-DM8-G2) isolados de folhas de Duroia macrophylla,
espécie vegetal com acentuado potencial biotecnologico. Assim, os fungos foram
cultivados em batata dextrose caldo com 0,2% de extrato de levudura. Os
extratos e fases AcOEt dos micélios foram analisados por cromatografia em
camada delgada comparativa e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio,
constatou-se a presenca de metabdlitos secundérios de interesse, foi realizado
entdo o fracionamento dos extratos por cromatografia em coluna aberta.
Também foi realizada a avaliacao da atividade antioxidante, bem como ensaios
quanto a toxicidade frente a Artemia salina, atividade antibacteriana e
antifingica. Do fracionamento do extrato do fungo (BDL DM5 G13) identificado
como Graphium jumulu foi isolada a substancia 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-
tetrahidroperileno-3,10-quinona, a qual foi identificada através da analise dos
espectros de RMN de 'H e 3C uni e bidmensionais, e de espectrometria de
massas. Para outros extratos fracionados, ndo foi possivel realizar a elucidacdo
e/ou identificacéo estrutural das substancias limitadas pela massa e degradacéo
de algumas amostras. Quanto as atividades bioldgicas, somente o extrato (BDL
DM2 G15) foi téxico para Artemia salina. Para o ensaio antibacteriano por difusdo
todos os extratos apresentaram média atividade contra sete bactérias testadas.
Nos ensaios de atividade antifingica e de antioxidante, nenhum dos extratos
mostraram-se ativos. Com a condicao de cultivo utilizada, foi possivel verificar
gue houve producdo de alcaloides, terpenos e quinonas, sendo a espécie G.
jumulu promissora para prospeccdo quimica utilizando outras condi¢des de
cultivo in vitro, visando o aumento da producdo da 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-

tetrahidroperileno-3,10-quinona, ou de outras substancias de interesse.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Duroia macrophylla, perileno quinona,

alcaloides.



ABSTRACT
Endophytic fungi are useful resources for prospecting for active biomolecules. In
this research, 4 fungi (BDL-DM5-G13; BDL-DM2-G15; SBL-DM1-G12; BDL-
DM8-G2) isolated from leaves of Duroia macrophylla, a plant species with marked
biotechnological potential, were studied. Thus, the fungi were grown in potato
dextrose broth with 0.2% yeast extract. The extracts and AcOEt phases of the
mycelia were analyzed by comparative thin layer chromatography and hydrogen
nuclear magnetic resonance, the presence of secondary metabolites of interest
was verified, then the extraction fractionation was performed by open column
chromatography. An evaluation of antioxidant activity was also carried out, as
well as tests for toxicity against Artemia salina, antibacterial and antifungal
activity. From the fractionation of the fungus extract (BDL-DM5-G13) identified as
Graphium jumulu, the substance 4,9-dihydroxy 1,2,11,12-tetrahydroperylene-
3,10-quinone was isolated, which was identified through the analysis of the
spectra uni and bidimensional *H and 3C NMR, and mass spectrometry. For
other fractionated extracts, it was not possible to perform the elucidation and/or
structural identification of the substances limited by the mass and degradation of
some samples. As for biological activities, only the extract (BDL-DM2-G15) was
toxic to Artemia salina. For the diffusion antibacterial assay, all extracts showed
average activity against seven tested bacteria. In the antifungal and antioxidant
activity tests, none of the extracts were active. With the cultivation condition used,
it was possible to verify that there was production of alkaloids, terpenes and
quinones, being the species G. jumulu promising for chemical prospecting using
other in vitro cultivation conditions, aiming at increasing the production of 4,9
dihydroxy-1,2,11,12-tetrahydroperylene-3,10-quinone, or other substances of

interest.

Key words: Endophytic fungi, Duroia macrophylla, perylene quinones, alkaloids.
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INTRODUCAO

A natureza tem sido fonte de medicamentos por milénios, os produtos
naturais derivados da mesma séo resultado das interacdes dos organismos e 0
meio ambiente (MISHRA & TIWARI, 2011; CRAGG & NEWMAN, 2012), logo a
diversidade quimica e a bioatividade seletiva das moléculas naturais as tornam
valiosas, como importantes recursos terapéuticos para a cura e tratamento de
diversas doencas (HARVEY, 2008; KRAUSE & TOBIN, 2013).

Os produtos naturais sdo conhecidos como metabolitos secundarios
derivados de plantas e micro-organismos (BAKER et al., 2007). Substancias do
metabolismo secundario ndo estdo envolvidas diretamente no atendimento de
necessidades fisiolégicas basicas de sobrevivéncia, em curto prazo, do
organismo produtor. Assim as moléculas originadas desse metabolismo séo
estruturalmente complexas, com baixo peso molecular, pouco abundantes e a
ocorréncia é restrita a espécies particulares (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Com relacdo a prospeccdo de produtos naturais, 0 reino vegetal é
responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada
na literatura (VIEGAS Jr et al., 2006), entretanto h4 algumas para a obtencao de
determinada substancia a partir de fontes vegetais, tais como: baixo rendimento,
aspectos fisioldgicos da planta para a producéo da droga, tempo de crescimento
vegetal, vulnerabilidade de espécies vegetais, exploracdo extrativista, entre
outros (BRANDAO, 2010; CHANDRA, 2012; MCCHESNEY et al., 2007).

Considerando as limitacdes que o0s vegetais apresentam como fonte de
moléculas bioativas, a exploracdo de micro-organismos para este proposito se
torna vantajoso, pois sao fontes renovaveis e inesgotaveis. Os micro-organismos
podem ser cultivados em larga escala, de maneira controlada, ndo gerando
prejuizo aos ecossistemas minimizando, dessa forma, o perigo de extingdo de
algumas espécies vegetais (ARAUJO., et al 2002; TAKAHASHI & LUCAS, 2008;
TEIXEIRA et al., 2011). Nesse contexto, iniciativas voltadas a exploracdo de
fungos endofiticos para a producdo de moléculas farmacoterapéuticas, € uma
alternativa possivel e viavel, pois em uma situacdo evolutiva os fungos
endofiticos adquiriram a habilidade de produzir substancias iguais ou similares
as de seus hospedeiros (STROBEL & DAISY, 2003; ZHANG et al., 2006).
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A espécie vegetal escolhida para este estudo foi Duroia macrophylla,
pertence a familia Rubiaceae. Estudos fitoquimicos prévios realizados com essa
espécie constataram uma diversidade de metabdlitos secundarios, envolvendo
triterpenos e alcaloides inddlicos, com atividade sobre tuberculose,
apresentando um dos alcaloides inddlicos estrutura molecular inédita e elevada
atividade contra diversas células tumorais. Assim, esta pesquisa visou o0 estudo
quimico e biolégico dos fungos endofiticos isolados de D. macrophylla,
objetivando verificar se esses endofitos produziriam os alcaloides de interesse,
a fim de obté-los em maior quantidade e assim poder avancar nos estudos da

fase pré-clinica.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 PRODUTOS NATURAIS

Os organismos vivos podem ser considerados laboratérios biossintéticos,
em relacdo a sintese de moléculas que podem exercer efeitos terapéuticos
(ROBBERS et al., 1997). As moléculas naturais possuem estereoquimica
complexa e grupos funcionais que interagem com alta especificidade em alvos
biologicos (MOLLINARI, 2009). Caracteristicas que as tornam valiosas para a
industria farmacéutica, cosmeética, agroquimica (CLARDY & WALSH., 2004;
KAZHIR et al., 2013).

Durante algum tempo o interesse em buscar variedades quimicas na
natureza foi diminuido, e a inovacdo por moléculas passou a ser atendida por
técnicas de quimica combinatéria e os ensaios em larga escala (High Throughput
Screning - HTS) (BAKER et al., 2007). Entretanto, segundo relata Viegas Jr e
colaboradores (2006), a geracdo de diversidade molecular por essas
metodologias sintéticas ndo obteveram sucesso como fonte primaria, quando
comparada a diversidade bioativa e molecular das substancias de ocorréncia
natural (ORTHOLAND & GANESAN., 2004; VIEGAS Jr et al., 2006).

Diversos estudos apontam que a atividade de substancias de origem
natural se da pelo fato das mesmas serem sintetizadas por organismos vivos,
sendo assim, espera-se que tenham maior possibilidade de apresentar atividade
biolégica, justificada pela efetiva interagcdo com receptores de drogas (HENKEL
et al.,1999; FEHER & SCHMIDT, 2003; HARVEY, 2007). Com iSs0o, 0 sSucesso
na retomada para prospeccao de produtos naturais foi facilitado principalmente
pelo avanco de técnicas na area quimica, tais como; Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), Espectrometria de Massas (EM), e de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN), as mesmas facilitaram a identificacdo e isolamento
de novas moléculas biologicamente ativas (BOLZANI et al., 2012).

As moléculas naturais apresentam um perfil favoravel em termos de
absorcédo, metabolismo e baixa toxicidade para a utilizagdo em humanos (DU &
TANG, 2014). Além disso, as estruturas dos produtos naturais séo Uteis também
para a possivel sintese de analogos sintéticos, que podem ter as suas
propriedades melhoradas, ou entdo, podem atuar como ferramentas para o
estudo de manipulacao e funcao de proteinas, ou ainda sondas, para investigar

sistemas biolégicos como parte da gendmica quimica e pesquisas relacionadas,
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(GANESAN, 2004; HARVEY, 2007; SUNAZUKA et al., 2008; RIZZO &
WALDMANN, 2014).

As substancias naturais tém desempenhado um papel importante em todo
0 mundo no tratamento e prevencgao de doencas humanas, sendo capazes de
tratar 87% das enfermidades, estas sé&o categorizadas como antibacterianas,
anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressoras e anticancerigenas
(NEWMAN et al., 2003; CHIN et al., 2006). Segundo Chin e colaboradores (2006)
o valor dos produtos naturais pode ser avaliado utilizando trés critérios: (1) a taxa
de introducdo de novas moléculas quimicas de ampla diversidade estrutural, (2)
0 numero de doencas tratadas ou prevenidas por estas substancias e (3) a sua
frequéncia de utilizacdo no tratamento de doenca.

Por exemplo, Newman e Cragg (2012) analisaram o0s agentes
terapéuticos aprovados em todo o mundo no periodo de 1981 a 2010, os
resultados indicaram que houve um numero significativo de drogas aprovadas
como antitumorais, antibacterianas e antifingicas. Na area de anticancerigenos
ao longo do periodo de 1940 a 2010, 74,8% derivaram de substancias sintéticas,
e 48,6%, correspondem a susbstancias derivadas de produtos naturais
(NEWMAN & CRAGG., 2012).

Comumente, os produtos naturais sao identificados como sinénimos de
metabdlitos secundarios (DIAS et al., 2012). As substancias quimicas que séo
formadas, degradadas ou transformadas recebem o nome de metabdlitos, estes
podem ser divididos em dois grupos denominados de metabdlitos primarios e
secundarios. O primeiro refere-se aqueles componentes quimicos necessarios
ao atendimento de necessidades basicas e essenciais a sobrevivéncia da célula.
Em contrapartida os metabolitos secundarios sdo substancias que ndo estdo
relacionados de forma direta a manutencédo da vida do organismo produtor, mas
conferem vantagens, para sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie no
ecossistema (DEWICK, 2002).

Geralmente os metabdlitos secundarios sdo pouco abundantes, cuja a
producdo pode ocorrer em momentos restritos do ciclo de vida de determinadas
espécies, essas substancias apresentam estrutura complexa, baixo peso
molecular, atividade biolégica (POSER & MENTZ, 2004; KELLER et al., 2005;
GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Uma simples classificacdo de metabdlitos secundarios inclui grupos
principais: terpenos (como os volateis de plantas, glicosideos cardiacos,
carotendides e esterdis), compostos fendlicos (como acidos fendlicos,
cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonodides, taninos e lignina) e substancias
contendo nitrogénio (alcaloides) (AGOSTINI-COSTA et al.,, 2012; TAIZ &
ZEIGER, 2009). Os compostos fenolicos sdo derivados do acido chiquimico e
acido mevalbnico. Os terpenos sao produzidos a partir do acido mevalénico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os alcaloides s&o
provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sao
derivados do acido chiguimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina)
(DEWICK, 2002).

A maioria dos metabolitos secundarios séo sintetizados por meio de trés
vias biossintéticas principais: (1) via do chiguimato, com producdo de
substancias fendlicas, principalmente derivados de CeCs e também os
aminoacidos aromaticos, que por sua vez sao convertidos em diversas
substancias (MUSTAFA & VERPOORTE, 2007); (2) via do acetato, que gera
policetideos, &cidos graxos, poliacetilenos, entre outros e (3) via do acetato-
mevalonato, levando a uma vasta gama de terpenoides (EISENREICH et al.,
2004).

1.2 PERILENOQUINONAS

As perilenoquinonas compreendem uma familia de produtos naturais
caracterizados por um nucleo pentaciclico oxidado (MULROONEY et al., 2012),
A maioria das perilenoquinonas fungicas bem caracterizadas partilham um
ndcleo comum 4,9-dihidroxi-3,10-perilenoquinona e diferem na composi¢do da
suas cadeias laterais (DAUB et al., 2005), e sdo dividas em trés classes a)
Compostos C20 sem substituintes de carbono, b) perileno quinonas que contém
substituintes de carbono, e c) eritroafins. As perileno quinonas sdo toxinas
fungicas cuja producédo € mais frequente em fungos Ascomycota. Muitos dos
produtores de perileno quinonas séo identificados como agentes patogénicos de
plantas (DAUB & CHUNG, 2009). Nas plantas estas substancias sdo agentes

oxidantes, conhecidas também como fotossensibilizadores.
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Das toxinas com esqueleto de perileno quinonas, as mais estudadas séo

a hipocrelina e cercosporina (Figura 1), tendo importancia farmacéutica e
agricola (DAUB & CHUNG, 2007).

OH 0
H;CO CHy
AN
HsCO CHs
OCH,
OCH,
OH O

Figura 1: hipocrelina A e cercosporina

Quando reduzidas por agéo da luz, as perileno quinonas podem reagir
com macromoléculas celulares, tais como lipideos, proteinas ou &cidos
nucleicos, causando danos oxidativos. Podem reagir também com o oxigénio,
conduzindo a producdo de formas reduzidas e radicais livres de oxigénio
incluindo superéxido, perdxido de hidrogénio ou radical hidroxila (GIROTTI,
1990). Quanto a localizacdo celular das perileno quinonas por ser solavel em
lipidios sao localizadas em varios compartimentos celulares, incluindo
membranas celulares e nos lisossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, porém séo excluidos do nucleo (DIWU, 1995; MILLER et al., 1995; DAUB
& CHUNG, 2009).

As acdes citotdxicas atribuidas as perileno quinonas as tornam moléculas
promissoras para o setor farmacéutico, dentre as atividades apresentadas por
elas e descritas na literatura estéo: antiviral, antimicrobiana e imonomoduladoras
(HUDSON et al., 1997; PARK et al., 2011; YAGAN et al., 2015). Diversos estudos
evidenciam seu uso com notada atividade contra varios tipos de células tumorais
tais como adenocarcinoma de mama e carcinoma de células escamosas
(BLANK et al., 2004).
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Outra caracteristica conferida as perileno quinonas € que as mesmas
apresentam especificidade para uma ligacéo seletiva no dominio regulador C1
da proteina quinase C (PKC). As varias isoformas da proteina quinase C
participam da fosforilagdo de serina e treonina em proteinas que estédo
envolvidas na formacéo e progressao de tumores (MULROONEY et al., 2012).

Dentre outras substancias que tem o uso como antitumoral estdo os

alcaloides.

1.3 ALCALOIDES

Entre as substancias quimicas, os alcaloides sédo representantes de
sucesso dentre os produtos naturais, sdo também um importante grupo
diversamente distribuido, quimico, biolégico e comercialmente significativo.
Representam 20% dos metabdlitos secundérios conhecidos, possuindo 21.000
estruturas identificadas, constituindo-se 0 maior grupo contendo nitrogénio em
suas nas estruturas moleculares (CORDELL et al., 2001; WINK, 2008).

A biotoxicidade seletiva dessas moléculas, quando utilizadas em doses
adequadas podem mediar atividades farmacol6gicas uteis, promovendo a
expectativa da vida humana. Os alcaloides sdo empregados principalmente
como antimalérico, antineoplasico, tratamento do mal de Alzheimer, entre outras
indicacdes terapéuticas (LINNE, 2007), demonstradas na tabela 1.

Os alcaloides sé&o classificados de acordo com seus precursores
biogénicos (DEWICK, 2002). Do ponto de vista estrutural, os alcaloides séo
divididos de acordo com suas formas e origens, podendo ser classificados como
alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. Os alcaloides
verdadeiros derivam de aminoacidos e possuem um atomo de nitrogénio inserido
em anel heterociclico, j& os protoalcaloides sdo substancias nos quais o atomo
de nitrogénio deriva de um aminoacido e o mesmo néo faz parte do anel em uma
estrutura heterociclica, e pseudoalcaloides sdo moléculas, que nao séo
derivados de aminoacidos, (DISCIMUS, 2007).

Com relacéo a presenca de nitrogénio, um ou mais atomos de nitrogénio
estdo presentes nas estruturas moleculares, podendo existir como aminas
primarias, secundarias, terciarias e quaternarias. O nitrogénio também confere a

basicidade para os alcaloides, o grau de basicidade varia grandemente,
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dependendo da estrutura molecular, como também e a presenca e localizagédo
de outros grupos funcionais (DEWICK, 2002).

Semelhante a outras aminas os alcaloides formam sais complexos com
compostos de mercurio, ouro, platina e outros metais, esses sais precipitam, 0s
precipitados podem ser amorfos ou cristalinos, podem possuir cores diferentes
variando do branco ao marrom alaranjado (HENRIQUES et al., 2004), essas
caracteristicas colorimétricas servem como base para indiciar a presenca
desses compostos nitrogenados, alguns regentes auxiliam a evidenciar a
presenca de alcaloides tais como: reagente de Mayer, Dragendorff, Wagner,
Bertrand, Hager (MATOS, 2009).

1.4 PROBLEMAS PARAA OBTENQAO DE MOLECULAS BIOATIVAS APARTIR
DE PLANTAS

Em um estudo realizado por Branddo (2010) a producédo de uma droga
natural a base de plantas ndo atinge sempre o nivel desejado. Segundo Chandra
(2012) moléculas de interesse sdo produzidas em um estagio de
desenvolvimento especifico, em determinada condicdo ambiental, estresse,
disponibilidade de um nutriente particular, associado a esses fatores as plantas
podem ter crescimento lento, levando varios anos para atingir uma fase de
crescimento adequado para o acumulo de produtos.

McChesney e colaboradores (2007) relatam que a preocupagéo com a
disponibilidade de uma quantidade de uma substancia terapéutica requerida
para as necessidades de desenvolvimento e de mercado, tem sido um fator
limitante para a industria farmacéutica com interesse em produtos naturais.

Para que um produto natural possa tornar-se uma realidade comercial,
melhoria no seu processo de producdo € uma necessidade (DEMAIN, 2006).
Considerando as limitagBes associadas a produtividade e vunerabilidade das
espécies de plantas como fontes de novos metabdlitos, os micro-organismos séo
uma fonte, facilmente renovavel e inesgotavel de novas estruturas que carregam
potencial farmacéutico, além do mais a capacidade produtiva de uma dada
substéancia pode ser controlada (SANTOS & VARVARALHO., 2011; CHANDRA,
2012). Quando comparado com as fontes de produtos naturais, tais como plantas
e animais, 0s micro-organismos sao uma fonte muito mais facilmente renovavel
e reprodutivel (LAM, 2007).
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Takahashi e Lucas (2008) afirmam que é vantajoso realizar a prospecc¢ao
quimica de metabolitos fungicos em relacdo as demais fontes, pois podem ser
cultivados em larga escala em fermentadores, e ndo geram prejuizo ao
ecossistema, como pode ocorrer com a retirada de plantas de areas naturais,
nem problemas éticos como os que podem advir da prospeccdo de metabdlitos
bioativos a partir de insetos, anfibios e outras espécies animais. Minimiza-se,
dessa forma, o perigo de extincdo de algumas espécies vegetais, mantendo a
producdo de farmacos e garantindo a vida de pessoas afetadas por inimeras
doencas (ARAUJO., et al 2002; TEIXEIRA et al., 2011).

Dentre os micro-organismos o0s fungos endofiticos representam um
recurso pouco explorado e uma importante fonte de moléculas bioativas. Estes
metabdlitos bioativos possuem ampla gama de atividades biol6gicas como, por
exemplo, atividades antimicrobianas, antifingicas e  antioxidantes
(JALGAONWALA et al., 2011; ALY et al., 2011) e podem ser 0s materiais de
partida para o desenvolvimento de produtos com potencial aplicacdo na
agricultura, medicina, industria alimentar, farmacéutica ou agroquimica
(STROBEL et al., 2004; VERMA et al., 2009).

1.5 FUNGOS ENDOFITICOS

Existem aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fungos, dos quais
apenas 5% estéo descritos (HAWKSWORTH, 2001). Considerando que das 300
mil espécies de plantas que existem na terra, cada uma hospede, no interior de
seus tecidos, um ou mais fungos endofiticos, sdo grandes as chances de se
encontrar novos microrganismos, constituindo-se numa fonte rica em
diversidade genética e, possivelmente de novos produtos naturais (STROBEL &
DAISY, 2003).

Todos os micro-organismos que habitam o interior das plantas, pelo
menos um periodo de seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes em seu
hospedeiro podem ser classificados com endofiticos, que sao diferentes dos
epifiticos (presentes na superficie) e dos fitopatdgenos (causadores de doencas)
(AZEVEDO et al., 2000; ARAUJO et al., 2002; STROBEL et al., 2004;
SAIKKONEN, 2007).
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Segundo Azevedo (2013) essas distingbes sao feitas apenas para fins
didaticos, pois um endofito, que vive no interior de uma planta de acordo com as
condicBes ambientais e o estado fisiologico do hospedeiro pode ser considerado
um patogeno latente. Wilson (1995) afirma que fitopatégenos podem estabelecer
a condicdo endofitica ndo patogénica, por meio de alteracdes mutagénicas
fazendo com que o mesmo se torne um endofitico ndo patogénico (FREEMAN
& RODRIGUES, 1993). A condicdo inversa também pode ocorrer, um fungo
endofitico, que vive de forma assintomética com seu hospedeiro, em algum
momento pode se tornar um patdgeno, por causa de um comportamento de
estresse da planta (KOGEL et al., 2006).

Vérias definicdes constam na literatura a respeito de micro-organismos
endofiticos. Petrini (1991) define endoéfitos como sendo aqueles micro-
organismos que habitam o interior das plantas, sem aparentes efeitos negativos
no hospedeiro. Hallmann e colaboradores (1997) consideram que endéfitos sdo
agueles microrganismos que podem ser recuperados do interior de plantas
sadias ap6s uma desinfestacdo externa, a fim de eliminar os micro-organismos
epifiticos, entretanto uma das definicbes proposta mais recentemente, diz que
micro-organismos endofiticos sdo aqueles que podem ou ndo crescer em meios
de cultura e que habitam o interior de tecidos e 6érgdos vegetais sem causar
prejuizos a seus hospedeiros e sem produzir estruturas externas emergindo dos
vegetais (AZEVEDO & ARAUJO, 2007).

A introducéo dos fungos nas plantas ocorre por varias vias, sendo uma
das principais, por meio das raizes, por ranhuras ocorridas pelo atrito com o solo
durante o crescimento, aberturas naturais tais como estdmatos e hidatddios
(WAGNER & LEWIS, 2000; AZEVEDO, 2013). A colonizacdo dos endofiticos
pode ser intracelular, podendo ocorrer em uma unica célula, intercelular e
sistémica (STONE et al., 2000). O xilema pode ser utilizado como meio que
permite a movimentacao passiva dos fungos endofiticos na planta (WAGNER &
LEWIS, 2000), Araujo e colaboradores (2002) afirmam que os mais distintos
orgaos vegetais como folhas, ramos, caules, raizes, estames, polén, ovarios,
anteras podem ser colonizados. Em geral, nas comunidades endofiticas, ocorre
dominancia de algumas poucas espécies em um determinado hospedeiro,
havendo, também, certo grau de especificidade endofitico-hospedeiro
(AZEVEDO, 1998).
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Alguns fatores podem influenciar a frequéncia de infeccdo dos fungos
endofiticos, tais como: altitude, umidade, densidade da copa do hospedeiro,
precipitacdo e o proprio hospedeiro (KUMARESAN & SURYANARAYNAN,
2001), associados aos fatores acima citados, alguns estudos mostram que a
diversidade de fungos endofiticos € maior no periodo de chuvas, quando a
dispersdo de esporos também é maior (FAETH & HAMONN, 1997; COLLADO
et al.,, 1999). Em geral, nas comunidades endofiticas, ocorre dominancia de
algumas poucas espécies em um determinado hospedeiro, havendo, também,
certo grau de especificidade endofitico-hospedeiro (AZEVEDO, 1998).

Os fungos endofiticos sdo distinguidos em dois grupos principais;
balansiaceous e nao-balansiaceous. Endofiticos balansiaceous sé@o grupos de
ascomicetos pertencentes aos géneros Epichloe e Balansia (anamorfos
Neotyphodium e Ephelis) se desenvolvem sistémica e intercelularmente e séo
transmitidos verticalmente através de sementes (SCHULZ & BOYLE, 2005). Os
endofiticos ndo-balansiaceous, sdo transmitidos horizontalmente e a maioria
pertence ao filo Ascomycota, estes tem sido isolado praticamente em todas as
plantas (ARNOLD et al., 2001; SCHULZ & BOYLE, 2005).

As relacbes entre endofiticos/planta podem ser simbiéticas, neutras,
fitopatoldégica, mas a condicdo bastante comum que ocorre entre fungos e
plantas é a simbiose (KOGEL et al., 2006). Os fungos endofiticos produzem ou
induzem a produc¢éo de metabdlitos primarios e secundarios, consequentemente
melhoram o desempenho de seu hospedeiro, protegendo-o de herbivoros,
patdgenos e de situacdes ambientais adversas, por outro lado os endofiticos
recebem protecdo e nutrientes do hospedeiro (CLAY & SCHARDL, 2002;
ESPOSITO & AZEVEDO, 2010). Existe um equilibrio entre os dois organismos,
determinado pelo poder de viruléncia do fungo e a defesa da planta. Esse
balanco pode ser alterado, desenvolvendo uma diminuicdo da defesa da planta
ou aumentando a viruléncia do fungo, desequilibrando a relacdo simbiose
(SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ et al., 2002).

A habilidade de biotransformacao também € outro recurso que os fungos
endofiticos possuem, metabdlitos toxicos produzidos pela planta hospedeira séo
biotransformados por endofitos que fazem a desintoxicacao, e com efeito podem
produzir novos metabalitos bioativos (ZIKMUNDOVA et al., 2002; SAUNDERS &
KOHN, 2009).). A interagdo metabdlica de um endofitico com seu hospedeiro
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pode levar a sintese de uma variedade de produtos naturais bioativos, com
propriedades farmacoldgicas (STROBEL & DAISY, 2003).

Assim, espécies vegetais que sintetizam alguma substancia com possivel
utilizacéo farmacologica, podem ter a producdo desse produto acentuada, se 0
mesmo ocorrer em algum individuo da sua populagdo endofitica (CHANDRA,
2012). Fungos endofiticos podem produzir a mesma substancia que o
hospedeiro, essa habilidade pode ser justificada pela transferéncia génica
ocorrida durante os mecanismos evolutivos (ZHANG et al., 2006). Pesquisas
feitas por Maehara e colaboradores (2013), resultaram no isolamento de fungos
endofitos associados com Cinchona ledgeriana (Rubiaceae), e todos produziram
o mesmo alcaloide (Cinchona) que o hospedeiro. Outros exemplos quanto a
ocorréncia de moléculas em plantas hospedeiras e fungos endofiticos sdo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Substancias que ocorrem em plantas hospedeiras sintetizadas
também por fungos endofiticos

Planta Fungo Substéancia Rendimento Referéncia
Hospedeira endofitico produzida
Capsicum Colletotrichum Taxol 687 pg/L Kumaran et al.,
annuum capsic (2011)
Taxus Pestalotiopsis Taxol 478 pg/L Kumaran et al.,
cuspidata versicolor (2010)
N. foetida E. infrequens Camptotecina 49.6 ug/g Amna et al., (2006)
N. foetida Nodulisporium Camptotecina 5.5 yg/g Rehman et al.,
sp. (2009)
C.roseus oxysporum Vimblastina 0.205 pg/L Yang et al., (2004)
Unidentified
P. hexandrum Trametes hirsuta  Podofillotoxina 30 ug/g Puri Nazir e Chawla
(2006)
Taxus media Cladosporium Paclitaxel 800 ug/g Zhang et al., (2009)
cladosporioides
Taxus Metarhizium Paclitaxel 846.1 pg/g Liu et al (2009)
chinensis anisopliae
Sabina Fusarium Podofillotoxina 28 ug/g Kour et al (2008)
recurva oxysporum
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Um quesito relevante para a prospeccao de fungos endofiticos é verificar
o histérico quimiotaxondmico da planta hospedeira. A espécie vegetal Duroia
macrophylla pertence a familia Rubiaceae, espécies dessa familia apresentam
elevada importancia econdmica e terapéutica. A familia Rubiaceae descrita por
Antoine Laurent de Jussieu possui muitos géneros (630), nos quais se distribuem
mais de 10.200 espécies vegetais cosmopolitas, algumas de areas tropicais,
com representantes arboreos, arbustivos, lianas e ervas (MABBERLEY, 1997).

Estudos fitoquimicos realizados com Duroia macrophylla apontaram
grande potencial terapéutico das substancias presentes nessa planta, sendo
isolados o alcaloide indolico (raunitidina) (NUNEZ et al., 2009), 9-
methoxyajmalicina e 10 methoxyajmalicina (NUNEZ, et al., 2012). Martins e
colaboradores (2013) isolaram de Duroia macrophylla &cido ursélico e &cido
oleandlico sendo o primeiro relato destes dois triterpenos no género Duroia,
estes triterpenos apresentaram atividade contra a M. tuberculosis, também foram
isolados 8 alcaloides inddlicos, os quais geram uma patente com numero de
registro: BR1020140308636. O estudo dos alcaloides inddlicos isolados dessa
espécie, também geraram uma patente de n°: P110201203380 (NUNEZ et al.,
2012), além de ser tratar de uma estrutura molecular inédita, os testes realizados
em células tumorais exibiram resultados satisfatorios, justificado pela efetiva
atividade anticancerigena nas células testadas, fato que o caracteriza como
potencial candidato para tratamentos neoplasicos.

Na pretenséo de aprofundar os estudos cientificos sobre esses alcaloides
e suas potencialidades biotecnolégicas, como também a possivel realizacdo de
ensaios em fases pré-clinicas é necesséaria obter maiores quantidades da
substancia. Assim, essa pesquisa visou a busca por fungos endofiticos de Duroia
macrophylla que possam produzir os mesmos alcaloides que seu hospedeiro

e/ou outras substancias que possam ser bioativas.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar o potencial biotecnoldgico dos fungos endofiticos isolados de

Duroia macrophylla quanto a producéo de moléculas bioativas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter fungos endofiticos de Duroia macrophylla;

e Selecionar fungo(s) produtor (es) de substancias interessantes;

e Realizar analises dos extratos através de Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa (CCDC) com diferentes reveladores quimicos e
fisicos;

e Fracionar os extratos interessantes por Cromatografia em Coluna
aberta;

e Caracterizar as substancias isoladas por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (EM);

e Avaliar a toxicidade dos extratos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal da Duroia macrophylla foi realizada em
10/05/2013 e 10/07/2014, na reserva ambiental Adolpho Ducke, (Figura 2)

localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010). Foram coletadas

folhas de boa qualidade fitossanitaria e saudaveis, transportadas até o
Laboratério de Bioprospeccéao e Biotecnologia do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazobnia (INPA) para serem processadas. As exsicatas foram depositadas
no herbario do INPA, com numero de depésito 259228 e 261554,

respectivamente. Duas coletas foram realizadas com o mesmo espécime.

"\',

Reserva

Florestal

Adolpho
Ducke

2 Manads'
3 al 2
A Py :
LR RESR 0 Amazonas

Rio Negro

Figura 2: Area de coleta

3.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para o isolamento foram preparados meios de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) e Agar Sabouraud (SB). Os meios juntamente com outros materiais
(cabos de bisturi, pingas, béqueres, placas de Petri, etc.) foram previamente
eserilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Antes do procedimento de desinfestacéo, as folhas foram submetidas a
uma pré-desinfestacdo sendo lavadas com sabd@o neutro em agua corrente.
Posteriormente iniciou-se a etapa de desinfestacdo, realizada em cabine de
seguranca biolégica. Os agentes desinfestantes foram alcool 70% e hipoclorito
2,5% e a metodologia foi conforme esta descrito na figura 3.
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Agua e sabio

I}'nersio Meios de cultura
Alcool 70% (1 minuto) BDA + Oxitetraciclina
E}ipoclorito 2,5% (4 minutos) SB+ Oxitetracickna
Alcool 70% (1 minuto)

Lavagem em agua trés vezes (3 minutos cada
lavagem)

Duroia macrophylla

Desinfestagio

v' Castellani
v' Criotubo

Conservagéo

Crescimento

Figura 3: Procedimento de desinfestacéo, isolamento e purificacdo dos fungos
endofiticos

Apbs a desinfestacdo as folhas foram cortadas em pequenos fragmentos
com auxilio de bisturi e pinga. Os fragmentos obtidos foram inoculados em placas
de Petri contendo meio BDA e SB acrescidos de antibiético oxitetraciclina (125
pg/mL), sendo posteriormente incubadas em BOD a 30 °C por 48 horas. Foi
realizado o controle da Ultima agua da lavagem a fim de verificar a eficiéncia do
método de desinfestacdo quanto a eliminacdo da microbiota epifitica. Foram
retirados 500 pL e inoculados em trés placas contendo meios de cultura SB e
BDA.

Passado 48 horas de inoculacdo dos fragmentos, foi possivel iniciar o
isolamento das colonias que surgiam. Estas foram repicadas para novos meios
de cultura (BDA ou SB) a fim de realizar a purificacdo das colonias. O tempo
total de isolamento foi de sete dias. Posteriormente, os isolados foram
conservados através de duas metodologias distintas:

e Método castelani: pequenos blocos da associacdo de micélio/agar foram
colocados em frascos de vidro contendo agua destilada estéril, estes
foram mantidos em recipiente adequado a temperatura ambiente.

e Criopreservagdo: um fragmento do micélio de cada fungo foi transferido
para uma solucdo contendo caldo nutriente e glicerol a 20% vlv, e

mantidos em ultrafrezzer a —80 °C.
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A identifac@o taxbnomica foi realizada pela fundagdo André Toselo.

3.3 SELECAO DOS FUNGOS PRODUTORES DE SUBSTANCIAS DE
INTERESSE
3.3.1 Avaliacédo prévia para a producdo de metabdlitos

Os fungos isolados foram cultivados em dois meios de cultura, os fungos
crescidos em BDA foram inoculados em Batata Dextrose Caldo, acrescido de
0,2% de extrato de levedura (BDL), e os fungos isolados em SB foram inoculados
em Sabouraud Dextrose Caldo, também com 0,2% de extrato de levedura (SBL).
O experimento foi realizado em duplicata, para cada fungo utilizou-se
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura. Os Erlenmeyer
foram acondicionados em incubadora de bancada com agitacdo a 30 °C e 120
rpm, por um periodo de 20 dias. Apés o periodo de crescimento estabelecido, os
fluidos fermentados foram separados da massa micelial por filtracdo a vacuo e
foram realizadas as extracfes tanto do micélio quanto dos liquidos fermentados.
Procedimentos descritos no item 3.4.

Para obtencdo de maior quantidade de extrato dos fungos selecionados
na etapa descrita no intem 3. 3. 1 foi realizado o cultivo com maiores nimeros
de repeticdes. Foram utilizados 10 frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de meios de cultura estéreis, os frascos foram acondicionados em
incubadora shaker a 30 °C, com agitacdo de 120 rpm durante 20 dias. Apdés o

tempo de crescimento foi realizada a obtencdo dos extratos.

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS ORGANICOS
3.4.1 Extracao dos micélios

A massa micelial de cada fungo foi imersa em acetato de etila. Para a
obtencdo dos conteudos intracelulares, os frascos contendo os micélios foram
postos em banho ultrassom e prosseguiu-se o procedimento de extracdo por

vinte minutos, as extracdes foram repetidas trés vezes (Figura 4).



Micélio

Secagem

1) Extragdo com AcOEt usando
3X ultrassom por 20 minutos
2) Filtragao
3) Concentracao

AcOEt

Figura 4: Fluxograma para obtencao dos extratos de micélios

3.4.2 Extracdo dos caldos

Residuo
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Os caldos foram submetidos a particao liquido-liquido utilizando solventes

orgéanicos (Diclorometano e Acetato de Etila) em ordem de polaridade crescente

na proporcédo de 1:1 v/v. A extragao foi feita em funil de separagéo (1000 mL) e

repetida trés vezes para cada solvente (Figura 5).

Os extratos organicos tanto dos caldos quanto dos micélios foram

concentrados em rota evaporador e posteriormente levados a cabine de

exaustao de gases.
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Caldo
fermentado

Solugdo Hidrometandlica

3X 1) Extragdo com DCM
2) Concentragao DCM
Solugéo Hidrometandlica
3X 1) Extracdo com AcOEt
2) Concentragao AcOEt

Residuo

Figura 5: Fluxograma para obtencao dos extratos dos caldos fermentados

3.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS
3.5.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

A andlise inicial dos extratos foi feita por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) empregando cromatofolhas de aluminio, com
silica gel com indicador de fluorescéncia UV 254 nm. A eluicdo dos extratos foi
realizada com diferentes solventes organicos, em diferentes proporgdes. Quanto
ao indicativo de substancias de interesse presentes nos extratos foram
empregados reveladores fisicos: luz ultravioleta (comprimento de onda de 254

nm e 365 nm), e reveladores quimicos: sulfato cérico e reagente de Dragendorff.

3.5.2 Fracionamento dos extratos em coluna cromatografica.
As analises em CCDC serviram de base para a escolha do método
cromatografico de fracionamento, quanto a fase estacionaria e dos eluentes mais

eficientes na separacdo dos extratos.



Extrato AcOEt

CcC

Massa da amostra: 200 mg

Fase estacionaria SiO2: 20 g
hx@:24x1,4cm

Eluentes: hexano, DCM, acetato de etila,
MeOH

///

Total de fragdes: 182 /
A

substancia

3 mg
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Figura 6: Fluxograma de fracionamento do extrato AcOEt do micélio do fungo

BDL-DM5-G13

Tabela 2: Sistemas de eluicdo e fracdes obtidas da coluna cromatografica do
extrato AcOEt do micélio do fungo BDL-DM5-G13

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de eluicao Fracdes coletadas
Hexano/DCM 1:1 1-4
Hexano/DCM 4:6 14-30
Hexano/DCM 3:7 31-45

DCM 100% 46-60
DCM/ACOEt 9:1 61-76
DCM/AcOEt 8:2 77-96
DCM/ACOEt 7:3 97-138
DCM/AcOEt 1:1 139-158

AcOEt100% 159-165
AcOEt/MeOH 1:1 166-170

MeOH 100% 171-182




Extrato AcOEt

CcC

MeOH

///

Massa da amostra: 150 mg
Fase estacionaria SiO2: 15 g
hx @:27x0,7cm

Eluentes: hexano, DCM, acetato de etila,

Total de fragcBes: 135

13-21
3 mg

-
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Figura 7: Fluxograma de fracionamento do extrato AcOEt do micélio do fungo

BDL DM 2 G15

Tabela 3: Sistemas de eluicdo e fragBes obtidas da coluna cromatogréfica do
extrato AcCOEt do micélio do fungo BDL-DM2-G15

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de elui¢cdo

Fracdes coletadas

Hexano/DCM 1:1
Hexano/DCM 3:7
Hexano/DCM 2:8
DCM 100%
DCM/ACOEt 9:1
DCM/ACOEt 8:2
DCM/AcOEt 7:3
DCM/AcOEt 1:1
AcOEt100%
AcOEt/MeOH 1:1

1-6
7-28
29-38
39-50
51-65
66-85
86-98
99-116
117-128
129-135

Extrato AcOEt

CC

MeOH

Massa da amostra: 100 mg

Fase estacionaria SiO2: 10 g
hx@:20x0,7cm

Eluentes:hexano, DCM, acetato de etila,

11-23

// Total de fragtes: 94 //

-l

Figura 8: Fluxograma de fracionamento do extrato AcOEt do micélio do fungo

BDL-DM8-G2
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Tabela 4: Sistemas de eluigdo e fragBes obtidas da coluna cromatogréfica do
extrato ACOEt do micélio do fungo BDL-DM8-G2

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de eluicédo Fracdes coletadas
Hexano/DCM 4:6 1-8
Hexano/DCM 3:7 9-26

DCM 100% 27-33
DCM/ACOEt 8:2 34-44
DCM/AcOEt 7:3 45-67
DCM/AcOEt 1:1 68-82

AcOEt 100% 83-94

3.6 ANALISES ESPECTROSCOPICAS E ESPECTROMETRICAS
3.6.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de H, 3C uni e bidimensionais foram realizados
no espectrémetro Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz para o nucleo de
'H e em 75 MHz para o nucleo de '3C. Como padréo interno foi utilizado o

solvente deuterado no qual as amostras foram solubilizadas.

3.6.2 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um modelo
de espectrometro de massas UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker
Daltonics) ligado a um sistema de cromatografia (HPLC) coluna ODS 50 x 2,0
mm, concentragcdo da amostra = 1 mg/mL em acetonitrila (ACN); Fluxo = 0,4
mL/min; Inj = 1 pL - split de 0,05 mL (MS)/0,29 mL (desc) e P2840 psi. Sistema
de eluicdo A (H20 + 0,1% acido férmico) /B (ACN + 0,1% &acido férmico).
Condicao de eluicdo: 0 a 10 min - 50% de B, de 10 a 11 min - 50 a 100% de B,
de 11 a 12 min - 100% de B, de 12 a 13 min - 100 a 50% de B e de 13 a 14 min
50% de B.

3.7 ENSAIOS BIOLOGICOS
3.7.1 Ensaios de toxicidade em Artemia salina

Para o ensaio de toxicidade foi realizado o seguinte procedimento, pesou-
se 38 g de sal marinho, o mesmo foi solubilizado em 1 L de agua destilada, sendo

esta solucdo posteriormente filtrada. Foram adicionados 10 mg de cistos de
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Artemia salina os quais foram deixados sob luz artificial por 48 horas em
temperatura ambiente. Foram pesados 10 mg de cada extrato, os mesmos foram
dissolvidos em 1 mL de DMSO.

Os ensaios foram realizados em placa de 24 pocos, sendo que cada poco
primeiramente recebeu 1 mL de 4gua salina contendo A. salina (10 individuos
por poco). Posteriormente foram adicionadas diferentes concentracbes dos
extratos em triplicata, além de um controle salino e um controle do solvente
DMSO. A placa foi incubada por 24 horas sob luz artificial e temperatura
ambiente. ApOs o tempo decorrido, foram contados manualmente os individuos

ViVOS e 0S mortos.

3.7.2 Ensaio da Atividade antibacteriana

Em Placas de Petri contendo 4gar Mueller-Hinton, foram feitas cavidades
de 6 mm de diametro nas quais foram depositadas aliquotas de 100 pL de cada
extrato na concentracdo de 5 mg/mL, foi utilizado antibidtico oxitetraciclina na
concentracéo de 125 pg/mL como controle positivo. Nas placas foram inoculados
0S micro-organismos teste (Quadro 1), posteriormente as placas foram
colocadas em estufa por 24 horas e passado esse periodo, foi realizada a

medicdo dos halos (em mm). A afericdo dos diametros foi realizada com

paquimetro.
Microrganismos teste Sigla utilizada no Temperatura de
ensaio crescimento
Edwardsiella tarda (ATCC 15947 T) ET 37°C
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145 T) PA 37°C
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883 T) KP 37°C
Providencia rettgeri (ATCC 29944 T) PR 37°C
Salmonella enteritidis (ATCC 13076 T) SE 37°C
Escherichia coli (ATCC 11775 T) EC 37°C
Serratia marcescens (ATCC 13880) SM 37°C
Staphylococcus aureus (ATCC 12600 T) AS 37°C
Aeromonas hidrophyla (ATCC 7966 T) AH 30°C
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525 T) PF 30°C
Nocardia brasiliensis (ATCC 19296 T) NB 30°C
Bacillus cereus (ATCC 14579 T) BC 30°C

Quadro 1: Bactérias testes utilizadas para avaliar a atividade dos extratos
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3.7.3 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

Os extratos avaliados neste teste foram os extratos ACOEt do micélio dos
fungos BDL-DM 5-G13; BDL-DM8-G12; e BDL-DM2-G15.

A avaliagéo da atividade antioxidante foi realizada medindo a capacidade de
sequestro de radicais livres do radical Fe3* e do DPPH. Ao adicionar o provavel
antioxidante presente nos extratos, ocorre a perda do radical, que é evidenciada
pela reducdo da absorbancia em determinado comprimento de onda, onde as
diminuicGes sdo correlacionadas em uma curva com o0 antioxidante padréo, o
antioxidante padréo escolhido foi o &cido ascorbico.

Os resultados obtidos foram expressos em equivaléncia com o acido
ascorbico, o termo “equivaléncia com o acido ascérbico” permite correlacionar a
resposta obtida do extrato testado com a do antioxidante padréao e quanto mais
proximo de 1,0 mais semelhante é a capacidade antioxidante da amostra em
relacdo ao acido ascorbico.

A solucédo do acido ascorbico foi preparada com 44 mg diluida em 50 mL
de agua deionizada. A partir desta solucdo foram feitas diluicbes com as
seguintes concentracdes: 0, 88, 176, 352, 526, e 704 g/mL. Para o preparo da
solucdo de DPPH foram solubilizados 28 mg do mesmo em 1 mL de DCM,
posteriormente foi adicionado MeOH ate atingir o volume de 100 mL. Para o
preparo da solucéo de Fe®*, 8,6344g de sulfato de férrico foram diluidos em uma
solucdo de &cido cloridrico (HCI) 1% (v/v), onde posteriormente a solucao foi
transferida para um balédo volumétrico com capacidade de 1 L. Apos a dissolugéo
o volume restante foi preenchido com a solucdo de acido cloridrico. Para a
visualizagdo da acgdo oxidante do ferro, foi utilizado 1,10-fenatrolina, sendo
preparada uma solucdo com 0,25 g de 1,10-fenantrolina diluidos em solucao
tampéao de acetato de sédio (pH 4,5) com volume total de 100 mL.

Foram realizadas curvas-padrao, com acido ascorbico, para cada agente
oxidante: para curva com DPPH, foram adicionados em seis microtubos 990 L
de DPPH e 10 pL de ascorbico nas diferentes concentragdes, sendo realizadas
as leituras de absorbancia apdés 30 minutos em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 517nm. Para a curva com o ferro foram adicionados 10
UL do acido ascoérbico diluido em seis microtubos, em seguida 10 pL de Fe3* e

por fim, 980 uL de 1,10-fenantrolina, sendo realizadas leituras de absorbancia
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apos uma hora em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 508 nm. Os
dados foram registrados em uma planilha que mostra a linearidade da curva.

Em relacdo a preparacdo dos extratos, utilizou-se 5 mg estes foram
solubilizados em Acetato de etila. Posteriormente cada amostra foi transferida
para um baldo volumétrico com volume final de 10 mL. Para o teste com DPPH
foram transferidos 10 yL da amostra para um microtubo seguido pela adicédo de
990 uL da solucdo DPPH, onde a mistura foi homogeneizada por 30 minutos,
apos esse tempo foi feita a afericdo da absorbancia em comprimento de onda de
517 nm. Para o teste com o ferro foram transferidos 10 pyL da solugé&o padréo de
Fe3* com concentragdo de 1000 yg/mL para um microtubo, seguido pela adicdo
de 10 uL da amostra e 980 uL da solucao de 1,10-fenantrolina 0,25% (m/v), onde
a mistura foi homogeneizada. Apos uma hora, foi medida a absorbancia em
comprimento de onda de 508 nm.

Foi realizado um teste controle para cada tipo de agente oxidante, onde o
controle foi preparado da mesma forma como as amostras, substituindo-se a
amostra por agua deionizada (NOVAES, 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para o isolamento e purificacdo dos endofitos, foram utilizados dois
diferentes meios de cultura; batata dextrose agar (BDA), e Agar Sabouraud,
(SB). Ambos 0s meios possuem nutrientes primarios para o crescimento de
fungos. Entretanto, deve ser considerada a hipotese de que existem cepas
fungicas que tem seu desenvolvimento restrito a presenca de nutrientes e
condi¢cdes particulares. Neste contexto, os fungos isolados foram os que
melhores se adaptaram as condi¢cdes de crescimento empregadas.

Considerando também, que cada microrganismo endofitico possui
diferentes condicfes Otimas de cultivo, e como néo faz parte dos objetivos de
nosso trabalho determina-las, foi empregado a mesma metodologia para 0s
endofiticos em estudo.

A metodologia empregada para desinfestacdo da microbiota epifitica se
mostrou eficiente, uma vez que nao houve crescimento microbiano nos
controles. As condigdes de cultivo utilizadas permitiram o desenvolvimento de 46
morfotipos sendo que um total de 22 fungos cresceram em agar Batata Dextrose
(BDA), e 24 fungos em agar Sabouraud (SB) conforme demonstrado na figura 9
Para a organizacdo dos isolados foi realizada uma distribuicdo por grupos,
levando em conta as semelhancas morfoldégicas quanto a cor das coldnias,

bordas, a observagédo do verso das placas, assim foram estabelecidos 15 grupos.

16

16 14

14

12

10 A
7 m BDA

5 mSB

Quantidade de fungos isolados

o N b~ OO
\

Coleta 1 Coleta 2 Total

Figura 9: numero de fungos isolados de acordo com 0s meios de cultura
utilizados e as coletas feitas
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De cada grupo foram selecionados alguns individuos para triagem quanto
a producao de extratos, a tabela 5 apresenta os fungos cultivados e aqueles que

foram selecionados estdo marcados em vermelho.

Tabela 5: fungos selecionados para a triagem e quantidade das massas obtidas
dos extratos

Cadigo dos fungos Massa de extrato Massa da fase DCM  Massa da fase AcOEt
AcOEt de micélio (g) obtida do caldo (g) obtida do caldo (g)
BDL DM 16 G7 0,0900 0,0028 0,0045
SBL DM DM5 1C G12 0,0288 0, 0158 0,0088
BDLDM 1 1C G15 0,0235 0,0078 0,0063
BDL DM 4 2C G3 0,0211 0,0082 0,0072
BDLDM 6 3C G8 0,0318 0,0035 0,0072
BDL DM 9 2C G3 0,0428 0,0037 0,0092
BDL DM 10 2C G7 0,0321 0,0022 0,0043
SBL DM 13 2C G14 0,0654 0,0018 0,0137
BDL-DM8-G2 0,0140 0,0048 0,0064
BDL DM 6 3C G6 0,0665 0,0085 0,0120
BDLDM 7 2C G3 0,0662 0,0047 0,0023
BDL DM 3 3C G10 0,0532 0,0083 0,0058
BDL-DM5-G13 0,0230 0,0131 0,0203
BDL DM 16 1C G1 0,0567 0,0154 0,0172
SBL-DM1-G12 0,0669 0,0003 0,010
BDL-DM2-G15 0,190 0,0085 0,0038
BDL DM 7 3C G7 0,0659 0,0032 0,0011
BDL DM 6 2C G3 0,0438 0,0015 0,0034
BDL DM 4 1C G11 0,0312 0,0019 0,0047
BDL DM 8 2C G12 0,0453 0,0138 0,0146

Um total de 20 fungos foram cultivados, desses, quatro individuos se
mostraram relevantes para a producdo de moléculas de interesse, as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas para 0s quatro fungos séo
mostradas na figura 10.

Quanto ao crescimento dos endofiticos selecionados foi notdrio um

crescimento rapido quando comparados a outros isolados.
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Figura 10: Aspectos morfologicos dos fungos: A) BDL-DM5-G13, B) BDL-DM2-
G15, C) SBL-DM1-G12, D) BDL-DM8-G2

A partir da avaliacao prévia quanto a producado de substancias relevantes,
os quatro fungos foram cultivados em meio liquido em escala ampliada, a fim de

obter maior quantidade de massa.

4.2 PRODUCAO DE METABOLITOS
4.2.1 Fungo SBL-DM1-G12

A fase Acetato de Etila oriunda da parti¢éo liquido-liquido feita com o caldo
fermentado, foi analisada em cromatoplacas de CCDC e quando revelada com
reagente Dragendorff, foi notério o surgimento da cor laranja reacdo que €&
caracteristica para alcaloides (Figura 11). Posteriormente o espectro de RMN de
'H confirmou a presenca de alcaloide através nos sinais de hidrogénio nas
regides entre 9 e 10 ppm (figura 12 e 13), sinais nessa regiao sao caracteristicos
da ligacao de hidrogénio ligado a nitrogénio de alcaloide indélico.



Normalized Intensity

Figura 11: CCDC revelada com reagente de Dragendorff, evidenciando a
presenca de alcaloide. Sistema de eluicao utilizado AcOEt/Acetona 7:3
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Figura 12: Espectro de RMN de H da fase AcOEt do caldo bruto do fungo
SBL-DM1-G12 (300 MHz, em DMSO-ds)
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Figura 13: Ampliagédo da regido entre 6,5 e 11,5 ppm, do espectro de RMN de
'H da fase AcOEt do caldo bruto do fungo SBL-DM1-G12 (300 MHz, em
DMSO-ds)

ApoOs a constatacdo da presenca de alcaloide foi realizado o cultivo com
maior nimero de repeticdes para o fungo produtor da substancia, apdés o periodo
de crescimento foi feita a extracdo através da particao liquido/liquido do caldo, a
fase AcOEt obtida teve massa de 100 mg. O extrato foi submetido a avaliacao
em CCDC, utilizou-se agente Dragendorff para revelar indicios da presenca de
alcaloides. Conforme apresentado na figura 14, ndo foram observados indicios
da existéncia de alcaloides no extrato, pois ndo houve o surgimento da cor

alaranjada.

Figura 14: CCDC revelada com reagente de Dragendorff evidenciando a
auséncia de alcaloides
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A ndo producdo de um determinado metabdlito secundéario pode ser
justificada por repiques sucessivos que podem propiciar alteracdes nas
caracteristicas morfologicas, antigénicas, genéticas e de viruléncia em isolados
fungicos (CAVALCANTI, 2010). Conforme relatado por Kusari & Spiteller (2012)
a reducao da producao de metabdlitos secundéarios sobre a repicagem repetida
vezes em condi¢Bes de monocultura axénicas caracteriza-se como um problema
biotecnoldgico para a producao de substancias bioativas a partir de enddofitos.

As condicbes de fermentacdo in vitro tais como: o tipo de meio
especificamente definido e composi¢cao, pontos de aeragédo, pO2, pCO2, pH,
temperatura, agitacdo, sao diferentes para o endéfito quando comparadas ao
meio ambiente da planta hospedeira, isso pode influenciar diretamente na
obtencao de determinada substancia (KUSARI et al., 2014).

Existem também outras razdes que podem influenciar a producédo de
metabdlitos secundarios, Kusari e colaboradores (2013) relatam a interacdo de
micro-organismos endofiticos com outros organismos, como por exemplo,
comunicacdo enddfitos-enddfitos através de mecanismos moleculares. Linné
(2007) relata que a producao de alcaloides tem um papel ecoldgico de protecéo
e o0 estimulo para a producdo ocorre em interacdo com outros organismaos.

Considerando o fato que endofitos residem dentro das plantas, é
concebivel que as plantas exercem influéncia sobre processos metabolicos dos
enddfitos. Neotyphodium é um endofitico de Lolium multiflorum, a producédo de
alcaloide (lolitrem) pelo fungo quando em associacdo com a planta é elevada,
entretanto é indetectavel em culturas de fungos cultivados in vitro, dando suporte
a nocao de que a sinalizacao planta pode ser necessaria para induzir a sintese
do alcaloide (YOUNG et al., 2006).

Em outro estudo Kusari e colaboradores (2011) verificaram a auséncia de
producdo de camptotecina em um endofitico que antes produzia essa
substancia, constataram que a producdo era ditada por uma enzima chave
strictosidina sintase presente somente na planta hospedeira e ndo no fungo
endofitico, esta foi a razdo para a reducdo substancial da producdo de
camptotecina em subcultura sob condi¢cfes axénicas.

Assim, pode considerar que a perda produtiva do alcaloide pelo fungo
SBL-DM1-G12 possivelmente seja por causa da auséncia de algum mecanismo
molecular sinalizado pela Duroia macrophylla.
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4.2.2 Fungo BDL-DM5-G13

Para o fungo BDL-DM5-G13 o extrato AcCOEt do micélio se mostrou
interessante, pois as analises de placas cromatograficas (CCDC) indicaram a
possivel presenca de terpenos, quando reveladas com sulfato cérico. Foi notéria
também a presenca de substancias fluorescentes, indicadas pela Luz UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm. O extrato nao foi evidenciou a presenca

de alcaloides conforme mostra a figura 15.

Figura 15: CCDC do extrato AcOEt do micélio do fungo BDL-DM5-G13,
revelada com (A) reagente de Dragendorff, (B) sulfato cérico, (C) luz UV 254
nm e (D) luz UV 365 nm. Sistema de eluicio DCM/AcOEt 9:1

Uma vez que o espectro de RMN de 'H (Figura 16) mostrou sinais na
regido de substancias aromaticas (entre 6 e 8 ppm), este fungo foi escolhido para
ser cultivado em maior escala a fim de poder fraciona-lo e obter substancias

puras.



47

1H_BOMS5 2C G13_BL1268SC4_ESPEC.ESP

4.13
121

020

4.01

0.15

1.30

Normalized Intensity

o
=
o
1
—0.82

005

~0.54-0.74

\
LI B B B B e e B S B B I B s B e B L B B B B

L e e e e e
20 15 10

T
0 -5 -10
Chemical Shift (ppm)

Figura 16: Espectro de RMN de *H (300 MHz, em CDCIs) do extrato AcOEt do
micélio do fungo BDL-DM5-G13

Foi realizada a extragdo do micélio utilizando AcOEt, obteve-se 230 mg
de extrato, dos quais 200 mg foram utilizados para o fracionamento em coluna
cromatografica, o fracionamento do extrato resultou em 182 fraces, destas as
gue se mostraram interessantes foram as fracées 27-33 (3 mg) e 39-45 (20 mg).

As fracdes 27 a 33 foram analisadas em CCDC, com o revelador fisico luz
UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm, em que foi observada a presenca
de substancias cromoforas emitindo fluorescéncia; e para o revelador quimico
sulfato cérico, foi notada a presenca de manchas laranja (Figura 17). As mesmas
foram reunidas e submetidas a analises espectroscépicas de RMN de 'H (Figura

18 e 19), bidimensionais (HMBC, HSQC e COSY) e espectrometria de massas.



Figura 17: Cromatofolhas CCDC das fracdes 27 a 33 Reveladas; A) sulfato
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cérico, B) U.V 365 nm, C) U.V 254 nm. Sistema de eluicdo utilizado DCM 100%

A andlise dos espectros de RMN de *H revelou a presenca de apenas 4

sinais, dois na regido de aromaticos (7,30 e 8,7 ppm) ambos com integral para

1H, sendo d, com J = 9,3 Hz e outros dois sinais na regido de alifaticos, em 3,00

e 3,45 ppm, com integral para 2H, sendo t, com J = 7,0 Hz. Os espectros

bidimensionais mostraram que continha 11 C e o0 espectro de massas

apresentava um pico com m/z de 319,06 u.m.a Com estas informacdes foi

proposta a formula molecular C20H1404. As correlacdes foram feitas com base

nos espetros bidimensionais de HSQC e HMBC (Figura 20 e 21).
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Figura 18: Espectro de RMN de *H da fracédo 27-33 do extrato AcOEt do micélio

do fungo BDL-DM5-G13 (300 MHz, em CDCls)
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Figura 20: Mapa de contorno de HSQC da fracdo 27-33 do extrato AcOEt do
micélio do fungo BDL-DM5-G13 (300 MHz, em CDClIs)
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Figura 21: Mapa de contorno de HMBC da fragédo 27-33 do extrato ACOEt do
micélio do fungo BDL-DM5-G13 (300 MHz, em CDClzs)
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da fracdo 27-33 (4,9-dihidroxi-
1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona)

Posicéo BC (ppm) H (ppm) HMBC
1,12 24,6 3,45 (2H,t,J =7,0 H2) C-2,C-3, C-12b, C-122
2,11 36,4 3,00 (2H,t,J =7,0 H2) C-1,C-3,C-122
3,10 203,6
3a, 9a 111,0
4,9 162,2
5,8 118,8 7,30 (1H, d, J =9,3 Hz) C-3a, C-62
6,7 131,7 8,70 (1H, d, J = 9,3 H2) C-4, C-3b, C-62
6a, 6b 122,0
3b, 6¢ 121,7
12a 129,0
12b 129,8

4,9 -0OH 13,19 (1H, s) C-4,C-5,C-32

A substancia isolada é a 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-

quinona (Figura 22), essa molécula foi descrita por Li e colaboradores (2006) e

os sinais de RMN sé&o similares. Em relagéo as atividades biolégicas nao foram

encontradas nenhuma publicacdo a esse respeito, 0 que na verdade abre

oportunidades para realizacéo de distintos testes bioldgicos.

Figura 22: Estrutura quimica da 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-

quinona
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As placas CCDC das fragbes 35 a 49 mostradas na figura 23 foram
reveladas em luz UV 365 e 254 nm, sendo evidenciados grupamentos que
emitiram fluorescéncia verde e amarelo. Para as cromatoplacas reveladas com
sulfato de cérico, manchas unicas de cor lilas representaram indicios quanto a

presenca dos terpenos.

Figura 23: CCDC das fracdes 35 a 49 Reveladas: A) sulfato cérico, B) UV 365
nm C) UV 254 nm. Sistema de elui¢do utilizado DCM 100%

A identificacdo taxonémica pelo método molecular do fungo codificado
BDL-DM5-G13 apontou como sendo Graphium jumulu, este género € disperso
por insetos e comumente associado a lesdes em arvores (CROUS et al, 2015).
A producdo da substancia 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-
guinona por este género e espécie € o primeiro relato em ambiente amazdnico.

Ainda do fracionamento do extrato do fungo BDL-DM5-G13, a fracdo 35 a
49 (20 mg) evidenciou a presenca de substancias interessantes. Foram feitas
analises de RMN de 'H, (Figura 19) HMBC e HSQC, espectrometria de massas.
Porém a substancia apresentou degradacéo e aparentemente se encontrava em

mistura na mesma propor¢ao com outra molécula.

4.2.3 Fungo BDL BDL-DM8-G2

Para o fungo BDL-DM8-G2 a analise em cromatofolhas CCDC do extrato
AcOEt do micélio mostrou machas de coloracao lilas, quando reveladas com
sulfato sérico, sugerindo a presenca de terpenos; porém quando reveladas com
reagente de Dragendorff ndo houve coloragdo sugerindo a auséncia de
alcaloides (Figura 24). Foi notério também a existéncia de substancias

fluorescente indicadas pela Luz UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm
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(Figura 24). A andlise de RMN de H mostrou sinais de metilas caracteristicas
de terpenos (Figura 25).

Figura 24: CCDC do extrato AcOEt do micélio do fungo BDL-DM8-G2, revelada
com (A) reagente de Dragendorff, (B) sulfato cérico, (C) luz UV 254 nm e (D)
luz UV 365 nm. Sistema de eluicdo DCM/AcOEt 9:1
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, em DMSO-ds) do extrato
AcOEt do micélio do fungo BDL-DM8-G2
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Para producéo de biomassa na escala ampliada foi obtido 140 mg, utlizou-
se 100 mg para realizar o fracionamento em coluna cromatografica, deste
fracionamento foram obtidas 94 fracdes, analises de CCDC com sulfato cérico
apontaram as fracdes 11 a 23 como interessantes, nessas fragcdes quando

reveladas com sulfato cérico foram exibidas manchas lilds evidenciando a
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possivel presenca de terpenos (Figura 26), as cromatoplacas CCDC foram
também analisadas em luz ultravioleta 254 nm e 365 nm, onde foi observado
substancias que exibiam fluorescéncia.

Foram realizadas andlises espectroscépicas de RMN de 'H, HMBC e
HSQC. Entretanto ndo foi possivel estabelecer a estrutura visto que o possivel

terpeno se encontrava em mistura com outra molécula.

Figura 26: CCDC das reunides das fracOes 11 a 23, Reveladas: A) UV
254 nm, B) UV 365 nm C) sulfato cérico. Sistema de elui¢cao utilizado DCM
100%

4.2.4 Fungo BDL-DM2-G15

Para o fungo codificado BDL-DM2-G15 o extrato AcOEt do micélio se
mostrou interessante, analises de cromatofolnas CCDC do extrato ndo fei
evidenciou a presenca de acaloides, entretanto foi observado indicio quanto a
presenca de terpenos em CCDC quando reveladas com sulfato cérico; foi notério
também a existéncia de fluorescéncias, indiciadas pela Luz UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm (Figura 27). Andlise no RMN de 'H
(Figura 28) demonstrou sinais de hidrogénios metilicos denunciando a possivel

presenca de terpenos.
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Figura 27: CCDC do extrato AcOEt do micélio do fungo BDL-DM2-G15
revelada com (A) reagente de Dragendorff, (B) sulfato cérico, (C) luz UV 254
nm e (D) luz UV 365 nm. Sistema de eluicdo DCM/AcOEt 9:1
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Figura 28: Espectro de RMN de *H (300 MHz, em DMSO-ds) do extrato

AcOEt de micélio

Do cultivo com maior numero de repeti¢cdes foi obtido 190 mg de extrato

AcOEt do micélio, utlizou-se 150 mg para realizar o fracionamento em coluna

cromatografica, do fracionamento foram obtidas 135 fra¢gbes, analises de CCDC

com sulfato cérico apontaram as fragcdes 13 a 21 como interessantes, nessas

fracbes quando reveladas com sulfato cérico foi exibida manchas lilas

evidenciando a possivel presenca de terpenos (Figura 29), as cromatofolhas

CCDC foram também analisadas em luz ultravioleta 254 nm e 365 nm, onde foi

observado substancias que exibiam fluorescéncia.
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Figura 29: CCDC das fracdes 13 a 21 Reveladas; A) sulfato cérico. B) U.V 365
nm C) U.V 254 nm. Sistema de eluicdo utilizado DCM/AcOEt 9:1

Foram realizadas andlises espectroscopicas de RMN de 'H, HMBC e
HSQC. Entretanto ndo foi possivel estabelecer a estrutura visto que o possivel

terpeno se encontrava em mistura com outra molécula.

4.3 ENSAIO DE TOXICICIDADE

Das concentracbes utilizadas no ensaio, foi notéria atividade tdxica
somente para o extrato do fungo BDL-DM2-G15 na concentracdo de 500 pL e
de 1000 pL de acordo com a classificagdo proposta por Harwig & Scott (1971).
A concentragdo de 1000 pL resultou em uma letalidade de 77%, e para a
concentracdo de 500 pL houve uma reducao na letalidade, passando para 53%,
conforme apresentado na tabela 7.

A toxicidade em A. salina foi proporcional ao aumento da concentracao do
extrato. Ponderando que nesse extrato foi detectado a presenca de terpenos, e
considerando a atividade toxica apresentada, 0s extratos se mostram potenciais
para serem utilizados em outros ensaios tais como antitumoral, anti-helmintico,
entre outros.

Tabela 7: Resultados do ensaio de toxicidade para Artemia salina frente as
concentracdes dos extratos utilizados

Amostras testadas Concentracdes
1000 L 500 pL 250 L 120upL  60pL 30 pL
BDL-DM8-G2 3% 0% 0% 0% 0% 0%
BDL-DM5-G13 3% 0% 0% 0% 0% 0%

BDL-DM2-G15 7% 43% 0% 0% 0% 0%
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4.4 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos representa um dos testes de
maior importancia clinica realizado pelo laboratorio de microbiologia (SEJAS et
al., 2003). As cepas bacterianas testadas nesse trabalho sdo patdgenas para
animais. Baseada nas leituras dos halos de inibicdo, apresentadas na tabela 8,

algumas bactérias apresentaram sensibilidade para os extratos.

Tabela 8: Resultados dos halos de inibicdo em milimetros (mm) para os extratos
testados no ensaio antibacteriano

Amostras Microrganismos avaliados

ET PA KP PR SE EC SM AS AH PF NB BC
BDL-DM8-G2 7 - - - 8 - 8 - - - - -
BDL-DM5-G13 8 7 - 7 9 9 10,1 - - - - -
BDL-DM2-G15 7 9 - 8 10,0 - 9 7 - - - -

Legenda: tamanho do halo (em mm): < 6: baixa atividade; 7-13: média atividade; > 13: alta
atividade (Fonte: HU et al., 2004). ET: Edwardsiella tarda; PA: Pseudomonas aeruginosa KP:
Klebsiella pneumoniae; PR: Providencia rettgeri; SE: Salmonella enteritidis; EC: Escherichia coli;
SM: Serratia marcescens; SA: Staphylococcus aureus; AH: Aeromonas hidrophyla; PF:
Pseudomonas fluorescens; NB: Nocardia brasiliensis; BC: Bacillus cereus.

Quadro 2: Resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos
testados.

O extrato AcOEt bruto oriundo do fungo BDL-DM5-G13 apresentou
atividade contra seis bactérias testes. Considerando o tamanho do halo de
inibicdo o extrato foi classificado com media atividade sendo que foi destacado
a atividade contra S. marcescens que resultou em halo de inibicdo de 10,1 mm,
de acordo com a tabela de Wang et al., (2004) o extrato foi classificado com
média atividade.

Do extrato testado foi obtida uma substancia denominada 4,9-dihidroxi-
1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona, alguns estudos relatam a atividade
antibiotica para as perileno quinonas, porém por se tratar de extrato bruto a
possibilidade de ter havido sinergismo deve ser considerada. Silva e
colaboradores (1990) relatam que a ocorréncia de substancias com
propriedades antagonicas entre si, dificultam a interpretacéo dos resultados, por
mascaramento de efeitos.

O extrato AcOEt de micélio do fungo BDL-DM8-G2 apresentou atividade
contra trés bactérias patogenas conforme visto na tabela 8, porém de acordo
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com a classificacdo de Hu e colaboradores (2004), os halos de inibicdo foram
classificados com média atividade.

Do fracionamento realizado para esse extrato foram obtidas fracdes de
substancias em mistura, analises de CCDC juntamente com analises de RMN
de 'H evidenciaram a presenca de terpenos, em outros trabalhos esssa classe
de substéancias séo relatadas como tendo atividade antibiotica (TOGASHI et al.,
2008; TROMBETTA et al., 2005; EBEL, 2010).

Para o extrato AcCOEt de micélio do fungo BDL-DM2-G15, seis bactérias
testadas foram sensiveis, conforme a classificacdo do halo de inibicdo feita por
Hu et al., (2004) esse extrato apresentou media atividade, com destaque para a
bactéria Salmonella enteritidis, onde apresentou halo de 10 mm, dentre muitos
constituintes desse extrato foi evidenciada a presencga de terpenos por RMN de
'H e andlises de CDCC.

4.5 ENSAIO ANTIFUNGICO

Para a avaliacdo dos extratos quanto a inibicdo do crescimento de Candiida
albicans verificou-se que os mesmos nao foram ativos contras a cepa, visto que
nao foi notdria a presenca de halos de inibicho. Em outro estudo Souza e
colaboradores (2004) avaliaram a atividade de fungos endofiticos isolados da
Palicourea longiflora (Rubiaceae), e nenhum dos extratos testados
apresentaram atividade contra Candida albicans.

4.6 ENSAIO ANTIOXIDANTE

O teste para atividade antioxidante dos extratos de fungos néo apresentou
resultado negativo tanto para o método DPPH quanto para o Fe®*/fenantrolina
(Tabela 9) os valores foram maiores quando comparados as equivaléncias do
acido ascorbico. Para determinado extrato ser considerado ativo o valor de
equivaléncia em relacéo ao acido ascorbico tem quer préximo de zero ou menor.

Em contrapartida Martins e colaboradores (2014) realizaram um estudo
com extratos da planta hospedeira, Duroia macrophylla, onde constatou-se
propriedades antioxidantes satisfatérias, diferentemente dos resultados obtidos

para os extratos dos fungos isolados dessa espécie.
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Tabela 9: Atividade antioxidante dos extratos AcOEt de micélio mediante aos
métodos DPPH e Fe3+/fenantrolina

Amostras DPPH-= Fe®*/fenantrolina
[AA]eq Equiv. (mg extrato/mg  [AA]eq Equiv. (mg extrato/mg
acido ascorbico) acido ascorbico)
DM2 0,327 15,345 + 0,023 -0,108 -52,736 + 0,051
DM5 0,348 14,497 + 0,042 -0,016 -52,062 + 0,061
DM8 0,306 16,647 + 0,050 -0,111 -51,647 + 0,043
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5. CONCLUSAO

e O presente trabalho permitiu o isolamento de 46 fungos endofiticos,
a partir de folhas da Duroia macrophylla.

e Das condicdes experimentais utilizadas para a obtencdo de
substancias de interesse, constatou-se que houve a producéo de
alcaloides, terpenos;

e Do fungo Graphium jumulu foi isolada a substancia 4,9-dihidroxi-
1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona,;

e Os extratos testados apresentaram atividade antibacteriana contra
sete cepas bacterianas destacando atividade principalmente frente
a Serratia marcescens e Salmonella enteritidis.

e Os extratos ndo apresentaram atividade antioxidante e nem

antifangica.
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6. PERSPECTIVAS

Utilizar metodologias de bioprocessos que possam induzir e
aumentar a producdo da substancia 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-
tetrahidroperileno-3,10-quinona, como também do(s) alcaloide(s) e
terpenos.

Avaliar outras atividades que a substancia isolada possa ter

principalmente frente a células cancerigenas.
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