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RESUMO
Este trabalho descreve a triagem realizada com 32 fungos endofiticos de folhas da espécie
vegetal Palicourea corymbifera a fim de selecionar fungos de interesse para a produgéo
de substancias com aplicacdes biotecnoldgicas. Foram isolados 17 morfotipos crescidos
em agar sabouraud (AS) e 15 em agar batata dextrose (AB). Em um primeiro momento
foi realizada uma selecdo quimica quanto a presenca de metabolitos relevantes. Os fungos
crescidos em AS foram cultivados em meio liquido sabouraud e aqueles isolados em AB
foram cultivados em meio liquido de batata, ambos meios acrescidos com 0,2% de extrato
de levedura (EL). Os extratos dos miceélios e caldos foram avaliados quimicamente por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de H). A partir do resultado da triagem quimica foram
selecionados 3 fungos codificados como SBPC15, SBPC16 e BDPC15. Com intuito de
serem identificados e para se ter aumento na producdo de biomassa. Esses trés fungos
foram cultivados em condi¢bes de temperatura (30 °C), tempo (20 dias) e agitacédo
(agitador orbital 120 rpm) iguais. Onde a diferenca foi quanto aos meios de cultura
utilizados. O fungo SBPC15 foi cultivado em caldo sabouraud acrescido de 0,2% de
extrato de levedura. O fungo SBPC16 foi cultivado em caldo sabouraud acrescido de
0,2% de extrato de levedura, e em meio liquido contendo glicose, extrato de levedura e
peptona. O fungo BDPC15 foi cultivado em caldo de batata acrescido com 0,2% de
extrato de levedura e caldo sabouraud acrescido de 0,2% de extrato de levedura. O extrato
AcOEt de caldo do fungo (SBPC15) foi fracionado e foram obtidas as substancias:
tiramina (1) e ciclo prolina tirosina (11). Para o fungo BDPC15 cultivado em meio liquido
de batata, tanto do fracionamento do extrato DCM de oriundo do caldo quanto o extrato
DCM de micélio foi obtida a substancia citocalasina D (111). Ainda do fungo supracitado
cultivado em meio liquido sabouraud, do fracionamento do extrato AcOEt de micélio foi
obtida também a citocalasina D (Ill). Para o fungo SBPC16 do cultivo realizado em
sabouraud, do fracionamento do extrato AcOEt de micélio foi obtida a substancia 1H-
indol-3-acetamida (IV). Ainda do SBPC 15 cultivado em meio liquido contendo glicose,
extrato de levedura e peptona, o extrato MeOH de micélio foi submetido a uma parti¢do
liquido/liquido, do fracionamento da fase AcOEt foi obtida a substancia ergosterol (V).
Parte dos extratos dos micélios (DCM, AcOEt e MeOH) e extratos dos caldos (DCM e
AcOEt) assim como as substancias isoladas foram submetidos a bioensaios quanto as
atividades: antimicrobiana por microdiluicdo em caldo, ensaio angiogénico pelo método

da membrana corioalantoica e de fitotoxicidade. Os fungos selecionados foram
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identificados quanto sua taxondmia como sendo: Xylaria sp. 1 (SBPC15), Xylaria sp. 2
(BDPC15) e Colletotrichum dianesei (SBPC15). No ensaio antimicrobiano os extratos do
fungo Xylaria sp. 1 quatro bactérias foram sensiveis; Acinetobacter baumani,
Edwardsiella tarda, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, e um fungo: Candida
albicans. Para o fungo Colletotrichum dianesei os extratos apresentaram atividade contra
cinco bactérias patogénicas: Acinetobacter baumani, Edwardsiella tarda, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus. Para o teste antimicrobiano
com as substancias: citocalasina D e ergosterol, nenhuma apresentou atividade inibitéria
de crescimento contra as cepas avaliadas. No ensaio de fitotoxicidade os extratos do fungo
Xylaria sp. 1, promoveram uma reducdo na velocidade de germinagdo e no crescimento
de Lactuca sativa. Na abordagem utilizando substancias, a citocalasina D provocou
necrose radicular em L. sativa. No ensaio de atividade de angiogénese a indol acetamida
apresentou atividade antiangiogénica. Os resultados desta pesquisa reforcam a
potencialidade biotecnoldgica dos fungos endofiticos da Amazonia. Fato comprovado
através da obtencdo de substancias, algumas com realidade comercial ja estabelecida e
outras que podem ser moléculas protétipas para producdo de outras estruturas quimicas

com possivel bioatividade.

Palavras chaves: Palicourea corymbifera, Xylaria sp.1, Xylaria sp.2, Colletotrichum

dianesei, potencialidade biotecnolégica.
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Abstract

This work describes the screening performed with 32 endophytic fungi from leaves of the
plant species Palicourea corymbifera in order to select fungi of interest for the production
of substances with biotechnological applications. Seventeen morphotypes grown on
Sabouraud agar (AS) and 15 on potato dextrose agar (AB) were isolated. At first, a
chemical selection was performed for the presence of relevant metabolites. Fungi grown
in AS were grown in Sabouraud liquid medium and those isolated in AB were grown in
potato liquid medium, both media added with 0.2% yeast extract (EL). Mycelia extracts
and broths were chemically evaluated by comparative thin layer chromatography (TLC)
and by hydrogen nuclear magnetic resonance (*H NMR). From the result of the chemical
screening, 3 fungi coded as SBPC15, SBPC16 and BDPC15 were selected. In order to be
identified and to increase the production of biomass. These three fungi were cultivated
under the same conditions of temperature (30 °C), time (20 days) and agitation (orbital
shaker 120 rpm). Where the difference was in terms of the culture media used. The
SBPC15 fungus was grown in Sabouraud broth with 0.2% yeast extract. The SBPC16
fungus was grown in Sabouraud broth with 0.2% yeast extract, and in a liquid medium
containing glucose, yeast extract and peptone. The BDPC15 fungus was cultivated in
potato broth added with 0.2% yeast extract and Sabouraud broth added with 0.2% yeast
extract. The EtOAc extract from the fungus broth (SBPC15) was fractionated and the
substances were obtained; tyramine (1) and cycle Proline Tyrosine (I1). For the fungus
BDPC15 cultivated in liquid potato medium, both the fractionation of the DCM extract
from the broth and the mycelium DCM extract resulted in the substance cytochalasin D
(11M). cytochalasin D (111) was also obtained from the aforementioned fungus cultivated in
Sabouraud liquid medium. For the SBPC16 fungus cultivated in Sabouraud, fractionation
of the EtOAcC extract of mycelium resulted in the substance indole acetamide (V). Still
from SBPC 15 cultivated in liquid medium containing glucose, yeast extract and peptone,
the MeOH extract of mycelium was submitted to a liquid/liquid partition, from the
fractionation of the EtOAc phase the substance ergosterol (V) was obtained. Part of the
mycelia extracts (DCM, EtOAc and MeOH) and broth extracts (DCM and EtOAc) as well
as the isolated substances were submitted to bioassays regarding activities; antimicrobial
by microdilution in broth, angiogenic assay by the chorioallantoic membrane method and
phytotoxicity. The selected fungi were identified as to their taxonomy as being: Xylaria
sp. 1 (SBPC15), Xylaria sp. 2 (BDPC15) and Colletotrichum dianesei (SBPC15). In the



antimicrobial assay, the extracts of the fungus Xylaria sp.1 four bacteria were sensitive;
Acinetobacter baumani, Edwardsiella tarda, Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus, and a fungus; Candida albicans. For the fungus Colletotrichum dianesei, the
extracts showed activity against five pathogenic bacteria: Acinetobacter baumani,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus. For antimicrobial testing with substances: cytochalasin D and ergosterol, none
showed growth inhibitory activity against the evaluated strains. In the phytotoxicity test,
the extracts of the fungus Xylaria sp. 1, promoted a reduction in the speed of germination
and growth of Lactuca sativa. In the approach using substances, cytochalasin D caused
root necrosis in L. sativa. In the angiogenesis activity assay, indole acetamide showed
antiangiogenic activity. The results of this research reinforce the biotechnological
potential of endophytic fungi from the Amazon. This fact has been proven by obtaining
substances, some with commercial reality already established and others that can be
prototype molecules for the production of other chemical structures with possible
bioactivity.

Keywords: Palicourea corymbifera, Xylaria  sp.1, Xylaria  sp.2, Colletotrichum
dianesei, biotechnological potential.
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1. INTRODUCAO

Bioprospecgdo € a pesquisa realizada com a biodiversidade para obter novos
recursos de valor social e comercial (BEATTIE et al., 2011). Tal ferramenta é
indispensavel para a investigacéo cientifica, j& que sucessos histdricos na descoberta de
medicamentos, tendo como base produtos naturais, apoiam o continuo desenvolvimento
em programas de substancias terapéuticas (HARVEY, 2008).

Uma das caracteristicas marcantes de produtos naturais é a alta diversidade
quimica, associada a semelhanca estrutural de proteinas alvo em muitas espécies. Tal
vantagem justifica suas bioatividades, tornando as moléculas naturais importantes
recursos terapéuticos para beneficio da saide humana, principalmente para o tratamento
de doencas infecciosas (CRAGG & NEWMAN, 2013).

Dentre as fontes de substancias naturais, 0os micro-organismos sdo considerados
bio-fabricas na producdo de moléculas que podem ser insumos para o desenvolvimento
de produtos com potencial aplicacdo na agricultura, medicina, inddstria alimentar,
farmacéutica ou agroquimica (STROBEL et al., 2004; VERMA et al., 2009). Segundo
Takahashi & Lucas (2008) é vantajoso realizar a prospecc¢do quimica de metabolitos
fangicos em relacdo as demais fontes, pois podem ser cultivados em larga escala, ndo
gerando prejuizos ao ecossistema. Minimizam-se também problemas éticos como os que
podem advir da prospeccdo de metabodlitos bioativos a partir de espécies animais
(PEIXOTO NETO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011).

Nesse contexto, uma atencao especial deve ser direcionada aos fungos que vivem
no interior de vegetais, denominados endofiticos. Fungos endofiticos produzem diversos
metabdlitos secundarios amplamente distribuidos, sendo eles; terpenos, alcaloides,
compostos fenolicos, esteroides, xantonas e cumarinas (CHAPLA et al., 2013).

Estes metabdlitos possuem ampla gama de atividades tais como: antimicrobianas,
antiangiogénicas, antitumorais, sendo Uteis para diversos aspectos clinicos. Além de tal
potencialidade, ha também endéfitos que produzem metabolitos com atividadade
fitotoxica, se tornando material de grande interesse agricola na busca de bioherbicidas
(JALGAONWALA et al., 2011; ALY etal., 2011). Existem ainda fungos que sintetizam
pigmentos, com grande valor comercial para a industria (TEIXEIRA et al., 2011).

A manutencdo do bioma amazonico € justificada por sua riqueza bioldgica, do
ponto de vista biotecnologico tal riqueza pode ser explorada visando a obtengdo de

produtos e processos que tragam beneficios bilaterais para sociedade e a natureza. Por
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essa razdo sdo dedicados esforcos para bioprospeccdo dos recursos bioldgicos que estdo
inseridos na Amazonia.

Na literatura o género Palicourea esta dentro da familia Rubiaceae, diversas
producdes bibliograficas destacam espécies desse género como detentoras de metabolitos
secundarios com atividades bioldgicas distintas, ressaltando alguns com ocorréncia
inédita. Com relagdo a P. corymbifera é relatada a ocorréncia de alcaloides, terpenos,
substancias fenolicas entre outras classes quimicas. Considerando também a atividade
citotoxica P. corymbifera aliada ao fato que na literatura é dito que espécies de Palicourea
sdo boas candidatas para a prospecgdo de antitumorais. Devido a essas caracteristicas
trata-se de uma excelente planta para isolamento de fungos endofiticos e posterior
bioprospec¢do de moléculas bioativas que possam se tornar produtos biotecnologicos de

interesse médico e/ou agricola.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Produtos naturais de fungos

Biodiversidade é definida como distincdo entre os seres vivos, incluindo a
variacdo genética, nimero de espécies e as diferencas entre os ecossistemas que as
abrigam (SWINGLAND, 2001). Nesse contexto, uma das maneiras de se extrair valor
econbmico da biodiversidade é através da bioprospeccdo. Esta consiste na busca
sistematica por organismos, genes, enzimas, substancias, processos e partes provenientes
de seres vivos em geral, que possam apresentar potencial e consequentemente levar ao
desenvolvimento de produtos (PUSHPANGADAN, et al., 2018).

Na natureza, os metabdlitos secundarios microbianos sdo uma fonte tremenda de
novas estruturas quimicas bioativas para a descoberta de medicamentos. (BARAL et al.,
2018). Do ponto de vista extracelular essas moléculas sdo extraordinarias para a
humanidade, pois apresentam ampla utilidade tais como: drogas (antibimicrobianos,
agentes anti-cancer, imunossupressores), agrotoxicos (pesticidas, inseticidas, antifagico),
biocombustiveis (esqualeno, oleoresina) e aditivos alimentares (carotenoides,
flavonoides, Gleos essenciais), os tornando comercialmente explorados (MARRONE,
1999; NGUYEN et al., 2012; CHALLINOR & BODE, 2015).

Assim como plantas e animais o reino dos fungos constitui um conjunto a parte,
caracterizado por uma ampla distribui¢do taxondmica e geografica se destacando por ser

um grupo mega diverso (PEAY, 2016). Além desses microrganismos desempenharem
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funcbes ecoldgicas cruciais na natureza, s@o utilizados por humanos desde tempos
antigos, sendo estes empregados como; alimentos, na fabricacdo de bebidas e
principalmente como remédios. Assim sendo, uma série de doengas potencialmente fatais
sdo tratadas todos os anos ao redor mundo com substancias terapéuticas produzidos por
fungos, tornando tais moléculas extremamente valiosas tanto do ponto de vista
humanitario quanto de mercado.

A pesquisa de Alexander Fleming na descoberta do antibidtico penicilina
(penicilina F) e seu desenvolvimento em um medicamento (penicilina G), foi o que
despertou a atencdo aos metabolitos secundarios fungicos. A partir de entdo, outros
estudos cientificos foram realizados e culminaram na descoberta de varios farmacos
importantes incluindo antibiéticos (tetraciclinas, macrolideos, B-lactamicos) redutores de
colesterol (estatinas) e antitumorais. Por exemplo: um estudo da literatura sobre 1500
metabolitos secundarios flngicos isolados e caracterizados entre 1993 e 2001 mostrou
que mais da metade desses compostos tinha atividade antibacteriana, antifungica ou
antitumoral e que 38% de substancias bioativas microbianas derivam de fungos
filamentosos (KELLER et al., 2005; SHARMA et al., 2014).

No cenario de bioeconomias diversas empresas do ramo biotecnoldgico fazem uso
dos fungos filamentosos pela destacada producdo de substancias de interesse, e pela
versatilidade metabdlica quando comparado a leveduras e bactérias (MEYER et al.,
2016). Esses microrganismos ganham notado destaque no setor industrial, como
produtores efetivos de diversas substancias que beneficiam a salde humana e geram
ganho econdmico (quadro 1).

Algumas caracteristicas viabilizam a utilizacdo dos fungos para a produgdo em
escala industrial, como rapido crescimento, facil adaptacéo, e reutilizacdo de células. Do
ponto de vista industrial e ambiental esses seres vivos sdo produtores desejaveis, uma vez
que podem crescer em fermentadores - pequenos a grandes - para suficiente fornecimento
de substancias de interesse (TAKAHASHI & LUCAS, 2008).
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Quadrol: Substancias bioativas obtidas de fungos e seus valores comerciais

Substéncia Produto Fungo Aplicagéo Vendas
derivado produtor projetadas
anualmente
(USS,
2017)
compactina Mevastatina Penicillium Agente redutor do
compactum colesterol
mevacor Lovastatina Aspergillus Agente redutor do 1 Bilhdo
terreus colesterol
pravastatina Pravacol Penicillium Agente redutor do 1.3 Bilhédo
compactum colesterol
penicilinas Penicilinas Penicillium InfeccOes bacterianas | 8.2 Bilhdes
notatum
co-amoxiclav | Augmentina | (Actinomycetes) |InfeccOes bacterianas | 1 Bilhdo
cefalosporina | Cefalosporina | Cephalosporium |InfeccOes bacterianas | 9.9 Bilhdes
acido fusidico | Fucidina Fusidium Infeccdes bacterianas
coccineum
psilocibina Psilocibina Psilocybe Doenca terminal:
Mexicana (Sintomas de depresséo
e ansiedade)
acido lisérgico | LSD Claviceps Doenca terminal:
purpurea (Sintomas de depressdo
e ansiedade)
ciclosporina A | Ciclosporina A| Tolypocladium  [Transplante de 6rgéo 1 Bilhdo
inflatum
acido Acido Penicillium Transplante de 6rgéo 306.8
micofendlico Micofendlico | stoloniferum Milhdes
caspofungina | Cancidas Glarea lozoyensis |Infeces flngicas 611
Milhdes
Fingolimod Gilenya Isaria sinclairii  |[Esclerose multipla 2.5 Bilhdes
Cogumelo Lentinan Letinula edodes  [Tratamento e prevencdo | 75 Milhdes
shiitake de cancer, agente
redutor do colesterol,
imunoestimulacéo,
agente anti-infeccioso
Ergot Ergotamina Claviceps Enxaqueca
purpurea
Estrobilurinas | Estrobilurinas | Stobilurus Fungicida agricola 3.8 Bilhdes
tenacellus

Fonte: Adaptado de Langdon & Pearce, 2017

E consolidado o fato que os fungos possuem uma plasticidade fenotipica

admiravel fazendo com que os mesmos sejam excelentes biofabricas para producédo de

Quadro 1: Substancias bioativas obtidas de fungos
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determinadas substancias. As habilidades bioquimicas que esses microrganismos detém
variam em funcdo dos nichos ecoldgicos de onde os mesmos sao isolados. Fungos que
colonizam plantas tém ganhado notado destaque em relacdo as suas potencialidades

biotecnologicas.

2.2 Fungos endofiticos

O termo endofitico foi utilizado pela primeira por Petrini em 1991 referindo-se a
microrganismos que vivem no interior de vegetais sem lhes causar danos ou alteracfes
morfologicas. Existem quase 300.000 espécies de plantas na Terra e cada planta
individual hospeda um ou mais endofitos, e muitos deles podem colonizar apenas certos
hospedeiros. Estima-se que possa haver até um milhdo de fungos endofiticos diferentes,
portanto, os enddfitos podem ser mega-diversos (STROBEL & DAISY, 2003).

Em relacdo a distribuicdo, fungos endofiticos sdo encontrados em todos os tipos
de plantas (arvores, gramineas, herbaceas, algas), diferindo quanto a composicdo de
espécies e distribuicdo. Pelos estudos realizados conclui-se que sdo grupos polifiléticos;
pertencendo principalmente aos ascomicetos (ALY et al., 2011; HOFFMAN &
ARNOLD, 2008). Em um estudo acerca da descricdo global de endofito, o continente sul-
americano correspondeu a 12% das novas espécies descobertas (WILLIS, 2018). No
Brasil foram descritas 5.719 espécies, distribuidas em 1.246 géneros, 102 ordens e 13
divisdes, com predominio dos Basidiomycota (2.741 espécies) e Ascomycota (1.881
espécies), com destaque para a Amazonia possuindo o segundo maior nimero de espécies
(1.050) (FORZZA et al., 2010; MAIA et al., 2015).

Apesar de pesquisas com fungos endofiticos serem recentes, alguns estudos
verificaram que a existéncia desses microrganismos data tempos bem mais antigos.
Tecidos fossilizados de caules e folhas de plantas foram analisados e constatou-se que a
relacdo endofitos-planta pode ter evoluido a partir do mesmo momento que as plantas
superiores apareceram pela primeira vez na terra, datando esta co-evolugéo cerca de 400
milhdes de anos (REDECKER,; et al., 2000; KRINGS et al., 2007).

Para colonizar as plantas hospedeiras os fungos endofiticos estrategicamente
utilizam vias distintas, através de ranhuras ocorridas pelo atrito com o solo, aberturas
naturais tais como estdmatos e hidatédios (WAGNER & LEWIS, 2000). No interior dos
vegetais a colonizagdo pode ser intracelular, intercelular e sisttmica (STONE et al.,

2000). Araujo e colaboradores (2010) afirmam que os mais distintos 6rgaos vegetais
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como folhas, ramos, caules, raizes, estames, polén, ovarios, anteras podem ser
colonizados. Em geral, nas comunidades endofiticas ocorre dominéncia de algumas
poucas espécies em um determinado hospedeiro, havendo também, certo grau de
especificidade endofitico-hospedeiro (AZEVEDO, 1998). A composicao de espécies da
microbiota interna é distinta para varios hospedeiros, 6rgdos e tecidos, embora algumas
espécies de infeccBes endofiticas também possam ser encontradas na microbiota epifitica
ou rizosfera (SAIKKONEN et al., 2004).

Com relacdo a transmissdo nota-se duas maneiras distintas, tendo influéncia
principalmente no comportamento sexual desses microrganismos. Os endofitos
transmitidos verticalmente geralmente séo assexuais, comumente apresentando-se como
anamorfos. Por outro lado, os endofitos fangicos transmitidos horizontalmente séo
sexuais e transmite através de esporos que podem se espalhar pelo vento e / ou vetores de
insetos (SELOSSE et al., 2004).

Baseada na relacéo taxondmica, evolucionaria, na planta hospedeira e nas fungoes
ecoldgicas, os fungos endofiticos classificam-se em dois grupos principais: 0s
clavicipicios, que infectam algumas gramineas; e os endéfitos ndo clavicipideos, que
podem ser recuperados de tecidos assintomaticos de plantas ndo-vasculares (BACON et
al., 1977; RODRIGUEZ et al., 2009). Além dos grupos mencionados existem quatro
classes. Classe I, sdo enddfitos de gramineas relatados pela primeira vez no final do século
19 a partir de diversas sementes do género Lolium (RODRIGUEZ et al., 2009); classe Il
consistem em uma diversidade de espécies que colonizam todas as partes da planta,
relacionados ao grupo dos Dikaryomycota (Ascomycota ou Basidiomycota); classe I,
estes fungos sdo diferenciados com base na sua ocorréncia, sendo hiper-diversos e
associados com folhas de arvores tropicais, sendo os fungos dessa classe membros de
Dikaryomycota; a classe 1V, € constituida por espécies frequentemente encontradas como
fungos micorrizicos, recebendo a denominacédo de pseudomicorrizicos (MERLIN, 1922;
ARNOLD etal., 2001; GAMBOA & BAYMAN, 2001).

Os fungos endofiticos produzem substéncias que ajudam a planta hospedeira a
resistir a estresses bioticos e abioticos beneficiando assim a sua sobrevivéncia, e podendo
acentuar a resposta imunoldgica das plantas para combater patdgenos invasores
(SAIKKONEN et al., 2004; MELOTTO et al., 2008). Esses microrganismos comumente
aumentam a biomassa das plantas sob condicdes estressantes, mas 0S mecanismos
celulares envolvidos na tolerancia ao estresse e no aumento do crescimento sdo pouco
caracterizados (RAJAMANIKYAM et al., 2017). Além disso, no estagio de morte da
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planta hospedeira os fungos endofiticos desempenham um papel importante para iniciar
a degradacéo bioldgica e posterior reciclagem de nutrientes (SCHULZ & BOYLE, 2005).

Em uma abordagem quimica, a interacdo entre fungos e plantas sob determinada
circunstancia estimula obrigatoriamente ou facultativamente a producdo de inimeras
substancias, dessa forma as moléculas produzidas por fungos endofiticos podem ser
aproveitadas com outro propésito visando a exploracdo das potencialidades desses

microrganismos.

2.3 Potencialidades biotecnologicas dos fungos endofiticos

Os microrganismos endofiticos mais frequentemente isolados sdo fungos. Para o
estudo bioldgico e quimico desses seres vivos, pode-se estabelecer varias etapas
importantes. Strobel & Strobel (2007) sugeriram um roteiro (figura 1) com etapas
definidas que vao desde a elaboragdo do projeto até a obtencdo de biomoléculas. Esses
parametros podem auxiliar o direcionamento na bioprospeccdo para producdo de

substancias de interesse industrial.
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Flgura 1 Etapas para pesqwsa envolvendo fungos endofltlcos

No campo cientifico, o acimulo de informacdes a respeito da interagdo planta/
fungos se reflete no aumento da producdo de artigos cientificos e patentes, tendo como
objetivo isolamento e identificacdo de metabolitos secundarios (PATIL et al., 2016;
RATNAWEERA et al., 2017; BRAMHACHARI et al., 2019).
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Como resultado da interacdo bioguimica fungo/planta, os endéfitos produzem
diversos grupos de metabolitos como esteroides, xantonas, fendis, isocumarinas,
derivados de perileno-quinonas, furandionas, terpenos, citocalasinas, policetideos,
alcaloides, peptideos, proteinas, lipidios, glicosideos, apresentando essas classes
quimicas abrangentes atividades bioldgicas. Do ponto de vista biotecnoldgico as
atividades conferidas a essas moléculas podem desempenhar um amplo aproveitamento
tais como: antibioticos, agentes anti-cancer, anti oxidantes, agrotdxicos, biocombustiveis
e aditivos alimentares sendo essas substancias comercialmente exploradas
(VASUNDHARA et al., 2019; TOGHUEO & BOYOM, 2019).

A interacdo evolutiva de fungos e plantas sugerem mudancas em gendtipos e
fendtipos. A adaptagdo ao microambiente no interior da planta possibilitou a varia¢do
genética gradual e troca de segmentos de DNA de maneira bilateral entre os dois
organismos, de forma a modificar o genoma de ambos (TIWARI & BAE, 2020).

Assim, espécies vegetais que sintetizam alguma substancia com possivel
utilizacdo farmacoldgica, podem ter a producdo desse produto acentuada, se 0 mesmo
ocorrer em algum individuo da sua populacdo endofitica (STIERLE, etal., 1993; ZHANG
et al., 2006; ROOPA et al., 2015). No trabalho realizado por Maehara e colaboradores
(2013), constatou-se que todos os fungos enddéfitos associados com Cinchona ledgeriana
(Rubiaceae) produziram o mesmo alcaloide que o hospedeiro. Os exemplos cléssicos séo
as producdes de moléculas com propriedades anticancer tais como; vimblastina,
vincristina, taxol e camptotecina, substancias com expressivo valor e importantes no
tratamento de neoplasias (KUMAR et al., 2013; UZMA et al., 2018).

A habilidade de biotransformacgédo também é outro recurso conferido aos fungos
endofiticos, pois metabodlitos toxicos produzidos pela planta hospedeira sdo
biotransformados por endofitos que fazem a desintoxicacao, e com efeito geram novos
metabolitos bioativos (ZIKMUNDOVA et al., 2002; SAUNDERS & KOHN, 2009).

A interacdo metabdlica de um endofitico com seu hospedeiro pode levar a sintese
de uma variedade de produtos naturais bioativos, com propriedades farmacoldgicas
(STROBEL & DAISY, 2003). Apesar de muitos estudos evidenciarem a relevancia dos
fungos endofiticos para a biotecnologia, estes ainda sdo um grupo de microrganismos
pouco investigados, e representam uma fonte abundante e confiavel de substancias com
estruturas inéditas com vastas bioatividades, que sdo Uteis para medicina, inddstria e
agricultura (OWEN & HUNDLEY, 2004; SOARES et al., 2017).
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2.3.1 Fitotoxicidade
Fitotoxicidade € definida como uma reacdo negativa de uma substancia sobre

aspectos do desenvolvimento de plantas. Dentre os efeitos observados pode-se destacar o
atraso na germinacéo das sementes, inibigcdo do crescimento das plantas ou qualquer outro
efeito adverso causado por substancias especificas ou condi¢6es de crescimento (REAL
CCS, 2014). Efeitos fitotdxicos sdo exibidos por alguns aleloquimicos, refletindo a
alteracdo de vérios processos fisioldgicos, influenciando nos padrdes de crescimento de
vegetais (PARVEZ et al., 2003; KIL & SHIM, 2006).

A acdo dessas substancias pode afetar processos bioldgicos e alvos fundamentais
tais como: fotossintese, atividade enzimatica, abertura estomatica, niveis hormonais,
disponibilidade mineral, diviséo e alongamento celular, permeabilidade das membranas
e paredes celulares (REIGOSA et al., 1999; MACIAS et al., 2006). Assim moléculas
fitotoxicas sdo de grande interesse para o biocontrole de espécies vegetais ndo desejadas,
uma vez que essas podem comprometer o cultivo de plantas economicamente estratégicas
(LEGHARI et al., 2015).

Geralmente o controle de espécies indesejadas é feito com aplicagdo de herbicidas
de origem sintética, entretanto o uso desses produtos, podem acarretar efeitos nocivos ao
meio ambiente e oferecer riscos para saude humana (BERNARDES et al., 2015;
MUSTAPHA et al., 2017). Adicionado a esse fato, continuamente ervas daninhas tem
adquirido resisténcia a herbicidas convencionais, além de uma diminui¢cdo no nimero de
produtos para controle de pragas devido a preocupacdes e regulamentos de salde
(DAYAN et al., 2009; CANTRELL etal., 2012).

Diante dessa problemética cabe ao setor agricola encontrar alternativas através de
biotecnologias para solucionar tal desafio. A busca por moléculas fitotoxicas de origem
natural para uso no biocrontrole de ervas daninhas é uma estratégia necessaria,
considerando que atualmente estdo disponiveis no mercado treze bioherbicidas derivados
de fontes naturais (CORDEAU et al., 2016).

Com esse enfoque, a bioprospeccao por bioherbicidas, juntamente com o histérico
de moléculas fitotdxicas (Tabela 1) produzidas por fungos endofiticos destacam esses
microrganismos como fontes promissoras na exploragdo de substancias para o controle
de plantas daninhas (BIASETTO et al., 2019). Os enddfitos excretam substancias
biologicamente ativas que podem estar envolvidas em uma associacdo simbiotica com
uma planta hospedeira, essas substancias pertencem as mais distintas classes quimicas;
compostos fendlicos, terpenos, alcaloides (PUSZTAHELYI & HOLB, 2015). Fungos
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endofiticos podem produzir isoladamente substancias que inibam o crescimento de uma

planta concorrente a de sua hospedeira, bem como também podem estimular a produgéo

de aleloquimicos pela propria planta hospedeira (HAO et al., 2015; BAO et al., 2015).

Tabela 1: Substancias fitotoxicas isoladas de fungos endofiticos

Fungo endofitico

Substancia

Planta hospedeira

Autor

Alternaria J46

Q

HO

N
H

vivotoxina Il

Platycladus orientalis

(HAO et al., 2015)

Diaporthe gulyae

gulipirona B
H;CO

Carthamus lanatus

(ANDOLFI et al.,
2015)

Fusarium equiseti e F.

pallidoroseum

epi-equisetina

Gossypium

(WHEELER et al.,
1999)
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Para rastreio preliminar de moléculas fitotoxicas o bioensaio adequado é
importante. O ensaio utilizando Lactuca sativa € um bioindicador confiavel, sobretudo
por ser simples, barato e requerer uma quantidade relativamente pequena de amostra
(PRIAC et al., 2017). No experimento sdo considerados 0s seguintes parametros: taxa de
germinacdo e o alongamento radicular em sementes (DI SALVATORE et al., 2008).

2.3.2 Antibacterianos

A expectativa de vida humana foi prolongada pelo uso de antibi6ticos, tanto que
doencas frequentemente debilitantes e fatais puderam ser tratadas com éxito
(GOTTFRIED, 2005). A era de moléculas antibi6ticas promoveu notaveis avangos nas
areas médicas auxiliando em diversas praticas tais como: quimioterapia, cirurgias
invasivas, transplantes de 6rgaos, partos (WHO, 2019). Além da inestimada contribuicao
na salde publica, os antibioticos viabilizaram significativamente a producdo de alimentos
sendo empregados no controle de doencas, na saude animal e na produtividade agricola
(McMANUS et al., 2002).

O uso vantajoso e abusivo de antibiéticos acabou acarretando sérios problemas,
sendo o principal, a resisténcias dos microrganismos as moléculas ativas. E importante
ressaltar que a resisténcia aos antibidticos € um fenémeno natural observado desde a
introducdo da penicilina em 1940, mas pela acdo antrdpica o surgimento da resisténcia
antimicrobiana passou a ser mais frequente (LOBANOVSKA & PILLA, 2017).

A relativa facilidade de disponibilizacdo dos primeiros programas de descoberta
de antibidticos e as recompensas financeiras que se seguiram criaram um uso
desnecessario e acritico de antibidticos sem considerar adequadamente as consequéncias
sociais e clinicas (PODOLSK, 2015). Nas ultimas décadas, ficou evidente a pronunciada
desvantagem para 0s humanos entre o desenvolvimento de novos antibidticos e a

velocidade do surgimento de cepas resistentes e multirresistentes (BUCKLAND, 2017).
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Tal fato resultou na continua preocupacdo quanto ao paradigma do uso dos
antibiodticos, mortalidades e crise mundial na salde; enfatizando especialmente paises em
desenvolvimento, pois essas na¢es tendem a experimentar niveis altos de resisténcia
antimicrobiana podendo ter um efeito global devastador, através de viagens
intercontinentais com rapida disseminacdo (CARS et al., 2008; LAWS et al., 2019).
Estima-se que até o ano de 2050 as denominadas "superbactérias™ possam causar até 10
milhdes de mortes e custar a economia global cerca de US$ 100 trilhdes (WHO, 2017).

A organizacdo mundial de salde sumarizou uma lista prioritaria de
microrganismos para 0s quais sao urgentes novos antibidticos; sendo estes Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Salmonella spp., microrganismos que frequentemente
apresentam resisténcia a antimicrobianos (WHO, 2017; BREIJYEH et al., 2020).

A resisténcia aos antimicribianos ndo se limita somente as bactérias, mas também
abrange fungos patogénicos. Leveduras do género Candida sdo tidos como importantes
causadores de infecgdes invasivas e oportunistas, afetando principalmente pacientes
inmuno deprimidos, hospitalizados e com doencas cronicas. Dentre as espécies
comumente pesquisadas, infeccdes por Candida albicans representam um problema
clinico justificado pela resisténcia aos antibioticos disponiveis, assim o tratamento das
candidemias prolongam a hospitalizacdo e contribui para 0 aumento da taxa de
mortalidades (SIDRIM et al., 2016; AITKEN-SAAVEDRA et al., 2018).

O surgimento de cepas resistentes obriga a tomada de medidas urgentes em escala
internacional para a manutencdo do paradigma moderno de tratamento com antibi6ticos
(O’NEILL, 2014). Como resposta 0 G20 renovou seus compromissos com P&D em
antibidticos no ano de 2019. O Grupo de Coordenacdo Interinstitucional sobre Resisténcia
Antimicrobiana, convocado pelo Secretario-Geral das Nag¢6es Unidas, em seu relatorio
final, também identificou a necessidade de maior investimento em pesquisa e
desenvolvimento de antibidticos e de se basear nos modelos alternativos existentes para
desenvolver novos antibiéticos (WHO, 2019). O desafio consiste na descoberta de novos
agentes antibioticos ndo tdxicos a partir de fontes naturais.

A exemplo do que ocorreu na descoberta da penicilina, os fungos séo excelentes
candidatos para esse objetivo, principalmente aqueles que sdo pouco explorados. O
crescente numero de artigos em estudos com fungos endofiticos evidenciaram que 0s
mesmos sdo produtores de antibidticos (tabela 2) contra varios microrganismos

patogénicos, sobretudo aqueles que apresentam resisténcia. Comumente o protocolo
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estabelecido na rotina laboratorial para encontrar novos antibioticos consiste na extracéo,
isolamento, avaliacéo da atividade antibacteriana, purificacdo e determinacgéo estrutural
da molécula ativa. (DENG & YU, 2018). Como método avaliativo da atividade

antibidtica, se utilizam varias técnicas dentre elas a microdiluicdo em caldo.

Tabela 2: Substancias antibidticas isoladas de fungos endofiticos

Fungo Estrutura Planta Autor
hospedeira
Ampelomyces sp. Urospermum ALY etal., 2008
picroides

Aspergillus Cynodon dactylon | LIU et al., 2004
fumigatus
asperfumoide
Cochliobolus sp. S Sapindus ATAIDES et al,,
; saponaria 2018
curvularina
Colletotrichum Artemisia annua LU etal., 2000
Sp. COOH
/ H
acido 6-isoprenil
indol 3-carboxilico
Diaporthe m Luehea divaricata | SPECIAN et al.,
helianthi o h 2012
tirosol
Fusarium fujikuroi i Paepalanthus HILARIO et al,
\A/J/\j)LOH chiquitensis 2017
P

acido fusarico
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Excoecaria HUANG et al.,
Agallocha 2008

Phomopsis sp.

Hor ol

citosporona ¢

Xylaria sp. m Ginkgo biloba LIU etal., 2008
=

(o} el

7-amino-4-
metilcumarina

2.3.3 Angiogénese
O processo de formacdo de novos vasos sanguineos oriundos de vasos pré-

existentes é chamado de angiogénese (TELEANU et al.,, 2020). O crescimento
angiogénico do sistema vascular € um exemplo de coordenacgdo rigorosa dos processos
de proliferagdo, diferenciacdo, migracdo, adesdo a matriz e sinalizacdo célula-célula. O
componente relevante desse sistema sdo as células endoteliais, as mesmas revestem a
superficie interna dos vasos para apoiar o crescimento e o reparo dos tecidos (POTENTE
etal., 2011). Assim os processos angiogénicos sao regulados por estimulos quimiotaticos,
haptotaticos e mecanotaticos, e envolve a degradacdo da matriz extracelular para permitir
a progressao das células migratérias (LAMALICE et al., 2007).

O crescimento dos vasos € iniciado por um gradiente de fatores de crescimento
pré-angiogénico, sendo o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) o mais
caracterizado, este fator quando liberado em microambientes privados de oxigénio e
nutrientes, acionam células endoteliais inativas para serem ativadas. Uma vez restaurada
a vascularizacdo tecidual, os niveis de fatores pré-angiogénicos diminuem e as células
endoteliais restabelecem seu fendtipo quiescente. As células endoteliais quiescentes
tornam-se altamente interconectadas através de proteinas de juncdo que fortalecem
mecanicamente a parede dos vasos e criam uma barreira permedvel (ARROYO &
IRUELA-ARISPE, 2010; EELEN et al., 2020).

Por outro lado, a angiogénese patoldgica esta intimamente associada a quase todas
as principais doencas que afetam a vida humana (SLEVIN 2011). A manutengédo
malsucedida em relacdo a diminuicdo ou crescimento excessivo dos vasos podem resultar
em graves problemas de satde. No trabalho feito por Fallah e colaboradores (2019) foram

listadas diversas doencas dependentes da angiogénese (quadro 2).
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Anormalidade Doenca

Multiplos 6rgéos Cancer, doencas infecciosas, doencas
auto-imunes
Vasos sanguineos Mas formagdes vasculares, sindrome de

DiGeorge, HHT, hemangioma cavernosa

aterosclerose, arteriopatia de transplante

Tecido adiposo Obesidade, perda de peso por inibidores

de angiogénese

Pele Psoriase, verrugas, dermatite alérgica,
queloide de cicatrizes, granulomas
piogénicos, doenca vesical, sarcoma de
Kaposi em pacientes com AIDS

Ocular Sindrome vitrea hiperplasica persistente,
retinopatia diabética, retinopatia da

prematuridade, neovascularizagdo coroide

Pulmonar Hipertensdo pulmonar primaria, asma

polipos nasais

Intestinal Doenca inflamatéria  intestinal e

periodontal, ascite, aderéncias peritoneais

Sistema reprodutivo Endometriose, sangramento  uterino,
cistos  ovarianos, hiperestimulacao

ovariana

Ossea e articular Aurtrite, sinovite, osteomielite, formagéo

de osteofitos

Quadro 2: doencas associadas a processo de angiogénese

O entendimento da angiogénese despertou esperancas no desenvolvimento de
solucdes terapéuticas (FOLKMAN, 1971). Com isso diversas terapias direcionadas a
interferir no processo anti-angiogénico e pro-angiogénico foram elaboradas
especialmente tendo como alvo a descoberta de novos medicamentos (FOLKMAN,
2007). Mas ainda assim a necessidade de moléculas que interfiram nesses processos € 0
foco de muitas pesquisas e investimentos em todo o mundo (FERRARA & KERBEL,
2005).
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Pesquisas focadas na prospec¢do de produtos naturais como inibidores sao
estrategicamente atraentes e eficazes para suprimir a progressao neoplasica representando
uma alternativa de combate ao cancer (KHALID et al., 2016). Mais de 300 moléculas
antiangiogénicas foram relatadas. Porém, a maioria dessas moléculas tem baixa eficacia
e alta toxicidade, aumentando assim a demanda por estruturas que tenha maior seguranca
terapéutica (HULIKERE et al., 2016).

As Dbioatividades exibidas por substancias naturais sdo reconhecidas como
solucdes terapéuticas de grande valor para tratamento e cura de doencgas. Nas Ultimas
décadas os fungos endofiticos, até entdo um grupo microbiano pouco explorado,
demonstrou competéncia biotecnoldgica para producdo de moléculas bioativas. Com
enfoque angiogénico ainda se nota poucos estudos, entretanto algumas pesquisas
confirmam o potencial desses microrganismos através de ensaios com extratos e
substancias (Tabela 3), 0 que torna esses microrganismos indispensaveis para a
prospeccgdo de moléculas com atividade anti ou pré angiogénica.

O rastreio e avaliacdo in vitro da atividade anti ou pr6 angiogénica lanca mao de
diversas metodologias, variando de acordo com objetivo do estudo. Dentre essas técnicas
estd incluso o ensaio com membrana corioalantoica (CAM). Este ensaio tem suas
vantagens focadas na: (I) natureza altamente vascularizada promovendo muito a
eficiéncia do enxerto de células tumorais; (I1) alta reprodutibilidade; (I11) simplicidade e
relacdo custo-beneficio (IV) Ensaio de um sistema fechado (THAMILARASHI et al.,
2014).

A membrana corioalantoica é constituida por um epitélio multicamada; pelo
ectoderma na interface aérea, e mesoderma e endoderme na interface com o saco
alantoico (VALDES et al., 2002). Além do mais a membrana contém proteinas da matriz
extracelular, como fibronectinas, lamininas, colageno tipo I e integrina avf3
(GIANNOPOULOU et al., 2001). A presenca dessas proteinas da matriz extracelular
imita o ambiente fisioldgico das células cancerigenas (LOKMAN et al., 2012).
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Tabela 3: Substancias anti angiogénicas isoladas de fungos endofiticos associados a

algas

Fungo Estrutura Autor
Asperolide wentii LV etal., 2013
Coniothyrium ELSEBAI et al.,

cereale o o 2011
[
]
O
cereolactama
beauvericina
i J\ fr H
T AV
e (e
. f-‘/ \/\N/LQD \I’-"";:“T""“"-"""“-
Fusarium \
) . ZHAN et al., 2007
oxysporum oxisporidinona
ol ﬁ T*
Ty Sy
| P | )

rodolamprometrina

Phaeosphaeria

avenaria

X /DC)-L
™

/\A)y\ou
0 "y

feosphaerides A

- N/
o Ny o
T g)\, -

HO "y

MALONEY et al.,
2006

Phoma sp.

feosphaerides B

phomacetideo D

LEE etal., 2016
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2.4 Planta hospedeira Palicourea corymbifera
Rubiaceae é uma das cinco familias de plantas com maior nimero de espécies,

possui 3 subfamilias, 65 tribos, 611 géneros e aproximadamente 13.150 espécies. No
Brasil existem cerca de 1.400 espécies divididas em 126 géneros, dentre 0s quais 0 género
Palicourea esta inserido.

O Género Palicourea Aubl., consiste em cerca de 250 espécies de arbustos e arvores
pequenas, cuja ocorréncia abrange desde a América do Sul, América Central até o sul do
México. No Brasil sdo encontradas 106 espécies, das quais 34 sdo endémicas, com
distribuicdo em todas as regides no territério nacional.

Sao relatadas propriedades toxicas e medicinais em algumas espécies desse género,
caracteristicas que motivaram diversos estudos. Cragg e colaboradores (2006), em seu
levantamento bibliografico qualificaram a potencialidade de espécies do género
Palicourea como “hot” para atividade anticancerigena, sendo conferida tal classificagdo
devido a presenca de substancias bioativas. Outros estudos comprovaram a ocorréncia de
distintos metabolitos secundérios tais como alcaloides, cumarinas e flavonoides.

O estudo realizado por Moraes (2017) verificou que dentre os distintos metabolitos
(figura 2) isolados do género Palicourea, majoritariamente os alcaloides sdo mais
frequentes (37%) sendo eles pirroloinddlicos e principalmente os indélicos
monoterpénicos que representam 33% do total das estruturas isoladas. Em seguida estdo
0s ésteres aromaticos (11%), terpenos (9%), &cidos aromaticos (9%), flavonoides (6%),
cumarinas (5%), ciclotideos (4%), esteroides (4%), substancias fluoradas (4%), e demais
substancias (11%).

Nos altimos dez anos de acordo com a plataforma de pesquisa Scifinder foram

publicados cerca de 70 trabalhos com espécies do género Palicourea (figura 3).
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Figura 2: Metabdlitos secundarios encontrados em algumas espécies de Palicourea 36



N° de publicacdes

Figura 3: PublicacGes relacionadas ao género Palicourea na ultima década

As substancias presentes no género Palicourea demonstram atividades biologicas
relevantes, com potenciais solucdes de problemas de salde, exibindo propriedades
antiproliferativas, antineoplésicas e antimicrobianas. As espécies do género Palicourea
consistem em possiveis fabricas bioldgicas de metabdlitos secundarios com possivel
aplicacdo biotecnoldgica.

Quando se tem a pretenséo de trabalhar com fungos endofitos, o histérico quimico
e as atividades bioldgicas da planta hospedeira sdo fatores cruciais. A exemplo disso, a
espécie Palicourea corymbifera (figura 4) apresentou notdria toxicidade para animais em
testes in vivo, e varios metabdlitos secundarios com potencial farmacoldgico ja foram
relatados, tais como: terpenos e alcaloides (DE ASSIS et al., 2006; DIAS SOUZA et al.,
2013). Tais caracteristicas tornam essa espécie quimica e biologicamente interessante, e
motivam o isolamento de fungos endofiticos para bioprospeccdo de moléculas bioativas.
Visando principalmente transformar potencialidade biotecnoldgica em realidade e assim

fortalecer ainda mais o setor biotecnoldgico na regido amazonica. Essa pesquisa visa obter

Filo:Magnoliophyta \

Classe: Magnoliopsida

substancias com aplicacdo clinica e agricola.

Ordem: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Palicourea

Espécie: corymbifera

Figura 4: Palicourea corymbifera
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Verificar o potencial biotecnolégico dos fungos endofiticos isolados de

Palicourea corymbifera quanto a producéo de substancias bioativas.

3. 2 Objetivos especificos
e Obter os fungos endofiticos de Palicourea corymbifera;

e ldentificar e cultivar fungos que produzem extratos contendo componentes
quimicos de interesse

e Obter extratos e avaliar composi¢ao quimica dos mesmos;

e Descobrir extratos e substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade
antimicrobiana, antiangiogénica e fitotoxica

e |solar, identificar ou elucidar as estruturas de substancias bioativas;

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal
A coleta do material vegetal de Palicourea corymbifera foi realizada em-setembro

de 2015 (2°56'58.2"S 59°57'43.1"W), na Reserva Florestal Adolpho Ducke (figura 5)
localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010). Foram coletadas folhas
saudaveis e de boa qualidade fitossanitaria, as mesmas foram transportadas até o
Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia vinculado ao Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA) para serem processadas. As exsicatas foram depositadas
no herbario do INPA, com nimero de depdsito: 277853. O estudo foi registrado no
SISGEN sob o nimero: AD747A7.

Reserva

Florestal

Adolpho
Ducke

3
#Rio Amazonas

Figura 5: Area de coleta; reserva florestal Adolpho Ducke
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4.2. 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, pincas, béqueres, placas de Petri ) foram previamente esterilizados em autoclave
a 121 °C por 15 minutos.

Antes do procedimento de desinfestacdo, as folhas foram submetidas a uma pré-
desinfestacdo sendo lavadas com sabao neutro em agua corrente. Posteriormente iniciou-
se a etapa de desinfestacdo, realizada em cabine de seguranca bioldgica. As etapas de
desinfestacdo foram: Imersdo em alcool 70% (1 minuto), hipoclorito 2,5% (4 minutos),
alcool 70% (1 minuto), e por fim as folhas foram lavadas 3 vezes em &dgua destilada estéril.

Apos a desinfestacdo as folhas foram cortadas com auxilio de bisturi e pinca em
pequenos fragmentos. Os fragmentos obtidos foram inoculados em placas de Petri
contendo meio BDA e SB acrescidas de antibidtico oxitetraciclina [125 pug/mL], sendo
posteriormente incubados em estufa de crescimento microbiano a 30 °C.

Passadas 48 horas de inoculacdo dos fragmentos, foi possivel iniciar o isolamento
das coldnias que cresciam. Individualmente estas foram repicadas para novos meios de
cultura (BDA ou SB) a fim de realizar a purificacdo dos morfotipos. O tempo total de
isolamento foram sete dias, posteriormente os isolados foram conservados através de duas
metodologias distintas:

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.

Criopreservacdo: um fragmento do micélio de cada fungo foi transferido para uma
solucéo contendo caldo nutriente e glicerol a 20% v/v, e mantidos em ultrafreezer a —80
°C.

4.3. Triagem quimica dos fungos de interesse
Os fungos isolados foram cultivados em dois meios de cultura distintos, para 0s

fungos crescidos em BDA foram inoculados em batata dextrose caldo, acrescido de 0,2%
de extrato de levedura (BDL), e para os fungos isolados em SB foram inoculados em
sabouraud dextrose caldo, também com 0,2% de extrato de levedura (SBL). Para cada
fungo, utilizou-se Erlenmeyer de 500 mL, contendo 300 mL de meio de cultura. Os
erlenmeyers foram acondicionados em incubadora de bancada a 30 °C com agitagéo, de

120 rpm, por um periodo de 20 dias.
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Apols o periodo de crescimento estabelecido, os caldos fermentados foram
separados da massa micelial por filtracdo a vacuo, para posterior realizacao das extracoes.
Os procedimentos estdo descritos no item 4.5.

O critério de escolha dos fungos de interesse foi baseado nas analises quimicas
dos extratos tanto dos micelios como dos caldos, através de cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H). Os parametros observados nos dois métodos supracitados se referem a presenca de
metabolitos secundarios nos extratos sendo eles; alcaloides, terpenos, esteroides,
substancias fendlicas. Somente os fungos produtores dessas classes quimicas foram
selecionados para 0 aumento de biomassas e também para identificacdo taxonémica,

realizada pela Fundagdo Osvaldo Cruz.

4.4 Cultivo com maior namero de repeticdes
Para obtencdo de maior quantidade de biomassa dos fungos selecionados foi

realizado o cultivo com maiores numeros de repeti¢cdes usando os meios liquidos: caldo
sabouraud com 0,2% de extrato de levedura (SBL), caldo de batata com 0,2% de extrato
de levedura (BDL) e GYP modificado (glicose 0,2%, extrato de levedura 0,5%, peptona
1%). Foram utilizados 12 frascos erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meios de
cultura, os frascos foram acondicionados em incubadora orbital shaker a 30 °C, com
agitacdo de 120 rpm durante 20 dias. Apo6s o tempo de crescimento foi realizada a

obtencdo dos extratos de micélio e caldos fermentados.

4.5. Obtencao dos extratos organicos
4.5.1 Extragdo dos micélios

A massa micelial de cada fungo foi seca, posteriormente para a obtencdo dos
extratos, seguiu-se a extracdo em banho ultrassom por vinte minutos com solventes
organicos em ordem de polaridade crescente (diclorometano, acetato de etila e metanol)

as extracOes foram repetidas trés vezes para cada solvente (figura 6).

4.5.2 Extragéo dos caldos
Os caldos foram liofilizados a fim de diminuir o volume, posteriormente foram

submetidos a particdo liquido-liquido utilizando solventes organicos (diclorometano e
acetato de etila) em ordem de polaridade crescente na proporcdo de 1:1 v/v. A extragdo
foi feita em funil de separacdo (1000 mL) e repetida trés vezes para cada solvente (figura
7). Os extratos organicos tanto dos caldos quanto dos micélios foram concentrados em

rota evaporador e posteriormente secos em capela de exaustao de gases.
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Micélio

1) Extracdo com DCM, usando ultrassom por 20 min} 3x
2) Filtracéo
3) Concentracdo

Extrato DCM Residuo

1) Extracdo com AcOEt, usando ultrassom por 20 min } 3x
2) Filtracéo
3) Concentracdo

Extrato AcOEt Residuo

1) Extracdo com MeOH, usando ultrassom por 20 min
2) Filtracdo
3) Concentracdo

Extrato MeOH Residuo

Figura 6: Fluxograma para obtencdo dos extratos dos micélios

Caldo fermentado
liofilizado

1) Extragcdo com DCM (3X)

2) Concentracéo Extrato DCM

Residuo

1) Extracdo com AcOEt (3X)

2) Concentragéo Extrato AcOEt

Residuo

Figura 7: Fluxograma para obtengéo de extratos dos caldos fermentados

4.6 Analises quimicas

4.6.1. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
As analises quimicas iniciais dos extratos foram realizadas por cromatografia em

camada delgada comparativa (CCDC), empregando cromatofolhas de aluminio com silica
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gel impregnado com indicador de fluorescéncia UV2sa (Alugram SIL G/UV2ss). As
amostras foram aplicadas nas cromatoplacas e eluidas com solventes orgénicos em
diferentes proporgdes de acordo com a polaridade das amostras. Foram utilizados
reveladores fisicos: luz ultravioleta (A 254 e 365 nm), e reveladores quimicos: iodo
ressublimado, sulfato cérico, cloreto férrico, cloreto de aluminio, anisaldeido sulfurico e
reagente de Dragendorff.

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 separacédo
dos extratos. Tais analises também auxiliaram na observacdo quanto a classe de
metabdlitos secundarios de interesse; alcaloides, terpenos, substancias fendlicas,

esteroides.

4.7 Andlises espectroscopicas
4.7.1 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 nlcleo de *H e em 75
MHz para o ntcleo de *3C. Solvente deuterado foi utilizado para dissolver as amostras e
como padréo interno foi utilizado o tetrametilsilano (TMS). As analises foram realizadas
na Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-
LTQPN) do INPA.

4.7.2 Espectrometria de massas
Os espectros de massas foram obtidos em um espectrébmetro de massas modelo

UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker Daltonics), operando no modo

positivo ou negativo.

4.7.3 Fracionamento dos extratos

Extrato AcOEt de caldo do Fungo Xylaria sp. 1 cultivado em SBL

Fracionamento do Fungo Xylaria sp. 1 cultivo em meio liquido sabouraud (3,6
litros) acrescido com extrato de levedura (0,2%). Na figura 10 é apresentada as etapas
de fracionamento para obtencédo das substancias e 1 e 2. Os sistemas de elui¢do assim

como as fracdes coletadas estdo demonstradas na tabela 4.
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Extrato AcOEt Caldo

CCA

Peso da amostra: 320 mg

Fase estacionaria: SiO, 32 g
hx@:28x2cm

Eluentes: DCM, acetona, MeOH
Total de fracGes: 64

22-24
mg

CCDP

Peso da amostra: 7 mg
Fase estacionéria: Silica gel
20x20cm

Eluentes: DCM, acetona

I} I

(CLAE)
Peso da amostra: 4 mg

Eluentes: MeOH, H,O

v

Substancia |
1mg

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Fase estacionaria semi preparativa Cis

/
: /
37-39
10mg

CCDP

Peso da amostra: 7 mg
Fase estacionaria: Silica gel
20x 20 cm

Eluentes: DCM, acetona

f /

4 mg

CLAE

Peso da amostra: 4 mg

Fase estacionaria semi preparativa Cig
Eluentes: MeOH, H,O

v

Substancia Il
1mg

Figura 8: Fluxograma de fracionamento para obtencdo das substancias | e Il

Tabela 4: Sistemas de eluicdo e fracdes obtidas da coluna cromatografica do extrato

AcOEt do caldo fermentado (Xylaria sp.1)

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

DCM 100%
DCM/ acetona 9:1
DCM/ acetona 8:2
DCM/ acetona 7:3
DCM/ acetona 6:4
DCM/ acetona 1:1
DCM/ acetona 1:9

acetona 100%
MeOH/ acetona 9:1
DCM/ acetona 1:1

MeOH 100%

1-6
7-21
22-25
26-32
33-37
38-42
43-45
46-48
49-51
52-61
62-64

As fragdes 22-24 foram reunidas e refracionadas em cromatografia em camada

delgada preparativa, utilizando o sistema de eluigdo DCM/acetona 95:5 (co-eluida 3
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vezes) e revelada em ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm. Foram coletadas
3 fragbes (considerando da porcdo superior a inferior da placa). Sendo a fragdo 3
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia, para isolamento da substancia 1.
As fracdes 37-39 foram reunidas e refracionadas em cromatografia em camada
delgada preparativa, utilizando o sistema de eluicdo DCM/acetona 95:5 (co-eluida 3
vezes) e revelada em ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm. Foram coletadas
4 fragOes (considerando da porcdo superior a inferior da placa). Sendo a fragéo 4
submetida purificacdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia, para a obtencédo da
substancia 2.
Extrato DCM de micélio do fungo Xylaria sp. 2 cultivado em meio BDL
Fracionamento fungo Xylaria sp. 2 cultivo em meio liquido batata dextrose (300
mL) acrescido com extrato de levedura (0,2%). Na figura 11 sdo apresentadas as etapas
de fracionamento para obtencdo da substancia 3. Os sistemas de elui¢do assim como as

fragdes coletadas estdo demonstradas na tabela 5.

Extrato DCM de caldo

CCA
Peso da amostra: 30 mg
Fase estacionaria: SiO. 3 ¢

hx@:28x2cm
Eluentes: DCM, acetona, MeOH
/ | Total de fragdes: 25 /
/ I:l:I /
10 11
CCA CCDP

Peso da amostra: 10 mg Peso da amostra: 8 mg

Fase estacionaria SiO. 1g
hx@:95x0,4cm
Eluentes: DCM, acetona, MeOH

Fase estacionéaria SiO-
20x20cm

Eluentes: DCM, acetona
Total de fragbes: 3

///

//
/

1l

1

i

1

l l

Substancia 11 Substancia Il
3mg 4 mg

Figura 9: Fluxograma do fracionamento para obtencéo da substancia IlI
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Tabela 5: Sistemas de eluicéo e fracdes obtidas do extrato DCM do caldo fermentado

(Xylaria sp.2)
Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
DCM 100% 1-3
DCM/ MeOH 98:2 4-5
DCM/ MeOH 95:5 6-11
DCM/ MeOH 9:1 12-18
DCM/ MeOH 85:15 19-21
DCM/ MeOH 8:2 22
DCM/ MeOH 1:1 23-24
MeOH 100% 25

Apds as andlises das fragbes por CCDC concluiu-se que as fraces 10 e 11 foram

interessantes, a fracdo 10 foi refracionada os sistemas de elui¢do utilizados e as fragdes

coletadas estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas da fracdo 10 do extrato DCM (Xylaria

sp2).

Cromatografia em coluna aberta (F10)

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
DCM 100% 1-3
DCM/Acetona 98:2 4-8
DCM/Acetona 96:4 9-10
DCM/Acetona 9:1 11-12
DCM/Acetona 8:2 13-4
DCM/Acetona 7:3 14-15

A fracdo 11 foi refracionada em cromatografia em camada delgada preparativa,
utilizando o sistema de eluicdo DCM/MeOH 98:2 (co-eluida 3 vezes) e revelada em
ultravioleta com comprimento de onda de 365 nm. Foram coletadas 3 fracOes
(considerando da porc¢éo superior a inferior da placa), sendo a primeira fracéo referente a

substancia 3.
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Extrato DCM de micélio

CCA

Peso da amostra: 60 mg

Fase estacionaria SiO, 69
hx@:17,5x1cm

Eluentes: Hex, DCM, acetona
Total de fragGes: 30

CCA

Peso da amostra: 30 mg
Fase estacionaria SiO.3g
hx@:125x0,8cm
Eluentes: DCM, acetona
Total de fragGes: 21

/ /
/ /

12-15

l

Substancia 1
11 mg

Figura 10: Fluxograma do fracionamento para obtencao da substancia 11

Tabela 7: Sistemas de eluicéo e fracdes obtidas do extrato DCM de micélio (Xylaria
sp.2)

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hex/DCM 3:7 1-12
Hex/DCM 2:8 13-14
Hex/DCM 1:9 15-16

DCM 100% 17-22
DCM/acetona 95:5 23-27
DCM/acetona 9:1 28
DCM/acetona 8:2 29
DCM/acetona 7:3 30
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Tabela 8: Sistemas de eluicéo e fracdes obtidas da fracdo 25 do extrato DCM de micélio

Cromatografia em coluna aberta (F25)

Sistemas de eluicéo

Fracdes coletadas

DCM 100%
DCM/acetona 98:2
DCM/acetona 96:4
DCM/acetona 94:6
DCM/acetona 92:8

DCM/acetona 9:1
DCM/acetona 8:2
DCM/acetona 7:3

1-3
4-7
8-11
12-14
15-18
19
20
21

Extrato AcOEt de micélio do fungo Xylaria sp. 2 cultivado em meio SBL

Fracionamento: Xylaria sp. 2 cultivo em meio liquido sabouraud acrescido (3, 6

litros) com extrato de levedura (0,2%). A figura 13 demonstra as etapas de

fracionamento para obtencéo da substéancia 3. Os sistemas de elui¢do assim como as

fracdes coletadas estdo demonstradas na tabela 9.
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Extrato AcOEt de micélio

CCA
Peso da amostra: 435 mg
Fase estacionaria: SiO,, 1:100, h:30cm, @: 2 cm

Eluentes: DCM e MeOH
Total de fracGes: 46

Y 12-13 /7

CCA

Peso da amostra: 70 mg

Fase estacionaria: SiO,, 1:100, h:11,5 cm, @: 1,5 cm
Eluentes: Hex, DCM e MeOH

Total de fragbes: 17

/i //
/ 11-12 /

CCA
Peso da amostra: 39 mg
Fase estacionaria: SiO,, 1:100, h:16 cm, @: 0,8 cm

Eluentes: Hex, DCM e MeOH
Total de fragGes: 17

/ /
n 7

13-14

CLAE

Peso da amostra: 10 mg

Fase estacionaria: semi preparativa Cig
J Eluentes: MeOH, H,O

4

Substancia 1
3mg

Figura 11: Fluxograma do fracionamento para obtencao da substancia I11

Tabela 9: Sistemas de eluicédo e fracdes obtidas do extrato AcOEt de micélio (Xylaria
sp. 2)

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de Fracdes

eluicdo coletadas
DCM 100% 1-3
DCM/MeOH 95:5 4-20
DCM/MeOH 9:1 21-26
DCM/MeOH 8:2 27-35
DCM/MeOH 7:3 36-41
DCM/MeOH 1:1 42-43
MeOH 100% 44-46




As fracbes 12-13 se demonstraram interessantes e foram refracionadas, os

sistemas de eluicdo e as fragOes obtidas estdo apresentadas na tabela 10.

Tabela 10: Sistemas de eluicdo e fragdes obtidas das fragdes12-13 extrato ACOEt de

micélio (Xylaria sp. 2)

Cromatografia em coluna aberta (F12-

13
Sistemas de Fracdes
eluicéo coletadas
Hex/DCM 2:8 1-3
Hex/DCM 1:9 4-6
DCM 100% 7-9
DCM/MeOH 98:2 10-14
DCM/MeOH 95:5 15-16
MeOH 100% 17

As fragdes 11-12 resultante do refracionamento das fracdes (12-13), foram

interessantes, entdo foram reunidas e reefracionadas, dando origem as fragdes 13-16 estas
foram submetidas a purificagdo em CLAE, onde foi obtida a substancia 3. Os sistemas de

eluicdo assim como as fracOes coletadas estdo apresentadas na tabela 11.

Tabela 11: Sistemas de eluicdo e fracdes obtidas das fragdes 11-12 extrato AcOEt de

micélio (Xylaria sp. 2)

Cromatografia em coluna aberta (F11-

12
Sistemas de Fracdes
eluicéo coletadas
Hex/DCM 1:9 1-2
DCM 100% 3-8
DCM/MeOH 98:2 9-16
MeOH 100% 17

Extrato AcOEt de micélio do Fungo Coletotrichum dianesei cultivado SBL

Fracionamento do extrato AcOEt de micélio de C. dianesei cultivo em meio

liquido (3,6 litros) sabouraud acrescido com extrato de levedura (0,2%). A figura 12

demonstra as etapas de fracionamento para a obtencdo da substancia 5. Os sistemas de

eluicdo, assim como as fragdes coletadas estdo apresentadas na tabela 12
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Extrato AcOEt de micélio

CCA

Peso da amostra: 200 mg
Fase estacionaria SiO,: 20 g
hx@:25x1,5cm
Eluentes: DCM, MeOH
Total de fracGes: 52

// //
/ V4
23-26
20 mg
CCDP

Peso da amostra: 20 mg
Fase estacionaria SiO;
20x20cm

Eluentes: DCM, acetona

/ /

3
10 mg

CLAE

Peso da amostra: 10 mg

Fase estacionaria: semi preparativa Cig
Eluentes: MeOH, agua

v

Substancia IV
3mg

Figura 12: Fluxograma de fracionamento para obten¢do da substancia IV

Tabela 12: Sistemas de eluicéo e fracdes obtidas para o extrato AcOEt de micélio (C.
dianesei)

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de Fracdes
eluicdo coletadas
Hex/DCM 100% 1-9

DCM/MeOH 98:2 10-20
DCM/MeOH 96:4 21-22
DCM/MeOH 94:6 23-26
DCM/MeOH 92:8 27-29
DCM/MeOH 9:1 30-32
DCM/MeOH 8:2 33-35
DCM/MeOH 7:3 36-38
DCM/MeOH 6:4 39-40
DCM/MeOH 1:1 41-47
MeOH 100% 48-52




As fragOes 23-26 foram reunidas e refracionadas em cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), utilizando o sistema de eluicdo DCM/acetona 95:5 (co-
eluida 4 vezes) e revelada em ultravioleta com comprimento de onda de 254 nn. Foram
coletadas 3 fracOes (considerando da porcdo superior a inferior da placa). A fracéo 3 trés
foi purificada em CLAE e foi obtida a substancia 4.

Fase AcOEt do extrato MeOH de micélio do fungo C. dianesei cultivado em GYP

Do fungo C. dianesei cultivado em meio liquido GYP modificado (3,6 litros) foi
obtido o extrato MeOH (0,717 g) este foi solubilizado em uma solucgé@o hidrometanolica
1:1 v/v (1 grama de amosta para 50 mL de solucdo) posteriormente a solucdo foi
transferida para um funil de separacdo onde se utilizou AcOEt para realizar a extracdo na
proporcdo de 1:1 v/v. extracdo repetida 3 vezes. A figura 15 demonstra as etapas de
fracionamentos para a obtencdo da substancia 5. Os sistemas de eluicdo utilizados assim

como as fracOes coletadas estdo apresentados na tabela 13.

Fase AcOEt do extrato metanélico de micélio

CCA

Peso da amostra: 331 mg

Fase estacionaria; SiO2: 33,1 g
hx@:25x15cm

Eluentes: Hexano, DCM, MeOH
Total de fragGes: 134

73
4 mg

!

Substancia
\V
4 mg

Figura 13: Fluxograma de fracionamento para obtencdo da substancia V
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Tabela 13: Sistemas de eluicdo e fracdes obtidas para a fase ACOEt de extrato
metandlico de micélio (C. dianesei)

Cromatografia em coluna aberta

Sistemas de Fraces
eluicdo coletadas
Hex/DCM 2:8 1-19
Hex/DCM 1:9 20-33
DCM 100% 34-62
DCM/MeOH 98:2 63-73
DCM/MeOH 95:5 74-97
DCM/MeOH 9:1 98-103
DCM/MeOH 8:2 104-110
DCM/MeOH 7:3 111-123
DCM/MeOH 1:1 124-129
DCM/MeOH 3.7 130-134

4.8 Ensaios bioldgicos
4.8.1 Ensaio da Atividade antibacteriana por diluicdo em caldo
Para a avaliacdo do potencial antimicrobiano, os extratos, fases e substancias

foram testados frente as seguintes cepas: Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Candida albicans (ATCC 10231), Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Citrobacter freundii (ATCC 13316), Edwardsiella tarda
(ATCC 15947), Escherichia coli (ATCC 00310), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),
Morganella morgani (ATCC 8019), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145),
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Propionibacterium acnes (ATCC 6919),
Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Serratia marcescens (ATCC 13880),
Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Staphylococcus epidermides (ATCC 14990). As
cepas foram escolhidas de acordo com sua importancia clinica. O ensaio foi realizado
segundo metodologia descrita por CLSI (2003).

As cepas utilizadas no ensaio foram cultivadas em meio liquido Mueller-Hinton e
posteriormente diluidas no proprio meio até a concentragdo de 0,5 na escala de
McFarland. Os extratos foram diluidos em dimetilssulfoxido (DMSQ) nas concentra¢des
de 1000 e 500 pug/mL, e as substancias nas concentracdes de 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,8
pg/mL. Os micro-organismos foram inoculados em microplacas de 96 pocos, em
triplicata, juntamente com as diferentes diluicbes dos extratos/substancias,
posteriormente foi realizada a leitura inicial em espectrofotdmetro tipo ELISA e depois

as microplacas foram mantidas em estufa de crescimento microbiano a 30 ou 37 °C.
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Passadas 24 horas foi realizada a leitura final e adicionado junto aos poc¢os, 40 uL de
revelador (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazéleo) aguardando 30 minutos em temperatura
ambiente. Foi feita a seguinte observacao: onde houve crescimento bacteriano 0s pogos
foram revelados em vermelho, e onde ndo houve crescimento, 0S pogos permaneceram
incolores. Foi feito o controle negativo (DMSO + micro-organismo), controle positivo
(antibidtico + micro-organismo) e um controle de esterilidade do caldo (3 pogos contendo
apenas o caldo).

A medida da absorbancia final foi diminuida pela inicial, e os valores obtidos
submetidos a andlise de variancia simples (ANOVA) e comparadas pelo teste Tukey a
5% de probabilidade (p < 0,05). Todas as analises foram executadas pelo programa
GraphPad Prism (PRISM, 1994).

4.8.2 Ensaio da membrana corioalantoica (CAM)

A avaliagéo da atividade angiogénica dos extratos foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Nguyen, Shing e Folkman (1994).

Ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus foram incubados em uma
incubadora automatica e digital Chocmaster®, na posi¢do horizontal, em temperatura de
37°C e sob umidade relativa do ar de 33%. Apds 48 h de incubacéo (idade embrionéria
E2), uma pequena janela de 5 mm de diametro foi aberta na casca, na regido onde a
camara de ar do ovo estara localizada e assim uma quantidade de cerca de 5 mL de clara
foi retirada a fim de evitar a aderéncia dos embriGes nas membranas ovulares.

Concomitantemente, outra janela foi aberta com aproximadamente 15 mm de
didametro na regido localizada acima da membrana corioalantoica. Com fita adesiva e fita
isolante as janelas foram fechadas para minimizar a perda de umidade. Assim, 0s
embrides foram incubados por mais 72 h para que alcangcassem a fase embrionaria de 6
dias (E6). Nesta fase, nos ovos abertos foram implantados os discos de metilcelulose
adsorvidos com os extratos ou fases em estudo, exatamente no terco externo da membrana
corioalantoica.

Novamente foi fechado o espaco aberto para implantar o disco, e a incubacéo
continuou por mais 48 h, até que chegasse a idade embrionaria de 8 dias (E8) de
experimento, quando a avaliacdo da atividade angiogénica foi realizada.

Uma camera fotogréafica registrou imagens de cada ovo em triplicata. As imagens

foram utilizadas para a contagem de vasos sanguineos que interceptaram o disco e vasos
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presentes em uma area de 0,9 cm. Os resultados foram expressos como percentual de

vasos + desvio-padrdo da media.

4.8.3 Avaliacdo da Atividade fitotoxica
Para este ensaio utilizou-se sementes de Lactuca sativa (alface). O experimento

foi realizado em quadruplicata, e o teste foi conduzido em placas de Petri, onde cada placa
recebeu 25 sementes (pré-esterilizadas, selecionadas por uniformidade de tamanho e
distribuidas de maneira uniforme) da espécie alvo L. sativa com percentual médio de
germinacdo de 97%. Foram utilizadas 4 placas com 25 sementes cada, totalizando 100
sementes por tratamento (BRASIL, 2009).

Para extratos utilizou-se [1000 pg/mL] e para substancias [125 pug/mL]. Como
substrato utilizou-se discos duplos de papel filtro, sendo a estes adicionado 2 mL da
amostra solubilizada em agua destilada estéril (SIMOES et al., 2013). Como controle
positivo foi utilizado 2,4 diclorofenoxiacético [125 pug/mL], controle negativo utilizou-se
solvente de solubilizacdo (MeOH) mais agua.

As placas foram acondicionadas em sala de germinacdo com fotoperiodo de 16:8
horas dia/noite sob temperatura de 26 £ 2 ° C. A leitura para avaliagdo do percentual de
germinacdo foi realizada diariamente e o critério utilizado foi a presenca de protrusdo
radicular visivel. Sendo o experimento concluido apos trés dias consecutivos sem ocorrer
germinacao.

Do total de sementes germinadas em cada placa de Petri, foram selecionados
aleatoriamente 10 sementes. Trés dias ap6s a protusdo radicular, foram efetuadas as
medidas do comprimento radicular e da parte aérea de cada plantula.

Foi avaliado: PG - porcentagem de germinacdo (porcentagem de sementes
germinadas em cada tratamento), IVG - indice de velocidade de germinacdo (nimero
médio de sementes germinadas por dia em cada tratamento, expresso pela seguinte
formula: IVG = (G1/ N1)+ (G2 / N2) +...+ (Gn / Nn), onde: G1 = nimero de sementes
germinadas na primeira contagem, N1 = nimero de dias decorridos até a primeira,
contagem, G2 = nimero de sementes germinadas na segunda contagem, N2 = nimero de
dias decorridos até a segunda contagem, n = ultima contagem ), e crescimento de parte
aérea (hipocatilo/coledptilo) e radicula (MAGUIRE, 1962).

Os dados de germinacgédo foram analisados pelo test t (p < 0,05), e as medidas de

crescimento foram geradas através da analise de variancia simples (ANOVA) e
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comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05). Todas as analises foram

executadas pelo programa GraphPad Prism (PRISM, 1994).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento, selecéo e identificacéo de fungos
Foram isolados 32 morfotipos, sendo 15 no meio de cultura batata dextrose &gar,

e 17 no meio 4gar sabouraud. Todos os fungos foram organizados e agrupados de acordo
com as caracteristicas macroscopicas exibidas pelas col6nias.

Dos fungos submetidos a triagem quimica na qual foi considerada a presenca de
metabdlitos secundarios de interesse, foram selecionadas trés cepas, sendo elas
codificadas como: SB PC16, SB PC15, BD PC 15.

Os resultados da identificacdo taxondmica pelo método molecular feito pela
analise de ITS realizado pela fundagdo Osvaldo Cruz. A partir das analises foi possivel
verificar que os fungos foram classificados como: Colletrotrichum dianesei (SB PC16),
Xylaria sp. (1) (SB PC 15) e Xylaria sp. (2) (BD PC 15). Em outros trabalhos na literatura
esses géneros ja foram relatados, estabelecendo condicdo tanto endofitica como

fitopatogena.

Morfotipos Morfotipos Temperatura de

isolados em Agar isolados em Batata crescimento

Sabouraud dextrose Agar
SBPC1 BDPC1 30°C
SBPC2 BD PC 2 30°C
SBPC3 BD PC 3 30°C
SBPC4 BD PC 4 30°C
SB PC 5 BD PC5 30°C
SBPC6 BD PC 6 30°C
SBPC7 BD PC7 30 °C
SBPC8 BD PC 8 30°C
SBPC9 BDPC9 30°C
SB PC 10 BD PC 10 30°C
SBPC 11 BD PC 11 30°C
SBPC 12 BD PC 12 30 °C
SB PC 13 BD PC 13 30°C
SB PC 14 BD PC 14 30 °C
SB PC 15 BD PC 15 30°C
SB PC 16 30°C
SB PC 17 30 °C

Quadro 3: Fungos isolados de folhas de Palicourea corymbifera
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Tabela: Massas das biomassas extraidas dos fungos endofiticos selecionados

Massa dos metabdlitos extraidos
Fungo Meio de Extratos de micélio Extratos dos caldos
cultivo DCM AcOEt MeOH DCM AcOEt
SBL 0,431g 0,845¢ 1,698 ¢g 0,201 ¢ 0,449
C. dianesei GYP 0,316 g - 0,717 g (fase - 0,331g
AcOEt 0,331 9)
Xylaria sp.1 SBL 0,269 g 0,210 g 3,698 g 0,301 g 0,320 g
. BDL 0,06¢g 0,057 g 0,367 0,03¢g 0,112¢g
Xylaria sp. 2 SBL 0,803 g 0,435 g 364 3 ]

5.2 Caracterizacdo Quimica
5.2.1 identificacéo estrutural da substancia | produzida por Xylaria sp. 1

A partir do fracionamento da fase AcOEt do caldo foi possivel o isolamento da
substancia | via CLAE (Luna 5 pu C18, 100 A, 250 x 10 mm, volume de injecdo 50 uL,
vazdo 4,7 mL/minuto) utilizando metanol 30%, pH = 5, modo isocrético. A molécula
apresentou tempo de retengéo de 11 minutos, absorvendo nos comprimentos de onda de
A 280 nm e 254 nm, com rendimento de 1 mg. O espectro de RMN de *H ¢ apresentado
na figura 14.

O espectro de RMN de H evidenciou deslocamentos na regifo dos hidrogénios
aromaticos em o1 6,65 (2H, d, J = 8,3 Hz) e &1 6,98 (2H, d, J = 8,3 Hz) (Figura 15)
estando esses orto-acoplados. Na regido de hidrogénios metilénicos foram evidenciados
sinais em on 2,59 (2H, t, J = 7,3 Hz) e 61 3,51(2H, dd, J = 12,4 e 7,3 Hz). Foi possivel
notar um sinal em én 9,16, referente a hidroxila, além disso também foi notério um
deslocamento quimico em &n 4,6 (t, J = 5,0 Hz), referente ao grupo NH.

No espectro de **C-RMN (figura 16) foi possivel identificar a presenca de oito
carbonos, sendo atribuiveis a seis carbonos aromaticos e dois carbonos metilénicos. Os
carbonos em 6c 115,37; 6 130,13 e &¢c 156,88 e 0s hidrogénios na regido de on 6,65 € oH
6,98 sugerem a presenca de um fenol isolado na molécula. Os carbonos evidenciados pelo
RMN de *3C foram confirmados pelos mapas de correlagdo HSQC e HMBC (Figura 17,

18 e 19). As correlacdes entre os hidrogénios sdo apresentadas pelo COSY na figura 20.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H da substancia | em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 16: Espectro de RMN de *3C da substancia | em DMSO-ds (75 MHz).
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Figura 18: Mapa de correlacdo HMBC da substancia I.
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Figura 19: Expanséo do mapa de correlagdo HMBC da substancia 1.
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Figura 20: Mapa de correlagdo COSY da substancia I.

A anélise de espectrometria de massas de baixa resolucao apresentou valor de m/z
270 no modo negativo (Fiaura 21), porém o peso molecular da tiramina é m/z 137,17. A
formula molecular da tiramina é CsH1:NO. Nao foi possivel explicar essa diferenca na

massa molecular apresentada.
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Analysis Info Acquisition Date  9/16/2020 1:45:02 PM
Analysis Name  D:\Data\2020\Cecilia\Alunos\Weison\LC-MS\10-09-202010DS_ESI+-SBPC15FA22-24B4_2uL-B_1-56_01_1974.d

Method 1974.m
Sample Name  ODS_ESI+-SBPC15FA22-24B4_2uL-B Instrument amaZon speed
Comment XR-0ODS 2X5

A(H200.1%AcFormico)/B(MEOH)

Fluxo: 0.25 mL/minSplitde 0,045 mL(MS)/0,255mL(desc); P:2184psi
V.inj: 2 uL; C = 1,25 mg/mL (MeOH); Forno:35C;Inj: MeOH

0-5min: 20-50%

5-10min:50-100%

10-12min:100%
12-14min:100-20%
14-16min: 20%
IntensSA ODS_ESI+-SBPC15FA22-24B4_2ul-B_1-56_01_1974.d: BPC -All MS
X10
1.5 \l‘
[
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Figura 21: Cromatograma e espectro de massas ESI modo negativo da fracdo SBPC15
FA 22-24 B4 P4 que contém a substancia |.

A partir das analises obtidas e do levantamento bibliografico realizado foi
proposto que a substancia se trata do alcaloide tiramina (Figura 22), sendo esta substancia
numerada utilizando como referéncia o alcaloide N-acetiltiramina isolado no trabalho de
Ivanova e colaboradores (2003). Os sinais estdo de acordo com a referéncia utilizadas,
diferindo a tiramina da N-acetiltiramina pela auséncia da carbonila (C10) e da metila
(C11). As correlagdes de COSY e HMBC séo apresentadas na estrutura quimica da

tiramina apresentadas na figura 23.
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A tabela 14 apresenta as informacGes obtidas através dos espectros uni e

bidimensionais de 'H e $3C, comparando com os dados disponiveis na literatura.

Tabela 14: Dados de RMN de *H, *C HSQC, HMBC e COSY da substancia I (em
DMSO0-ds: 300 MHz (H) 75 MHz (C)). Dados da literatura *lvanova et al., (2003)
obtidos (em CDsOD: 500 MHz (H) 125 MHz (C)).

Dados observados Dados da literatura™
Posicdo 'H (ppm) 3C HMBC COoSsY L@ H (ppm)
(ppm) (ppm)
1 129,89 H-6,65, H-3,51 131,0 -

2,6 6,98d (8,3Hz)2H 130,13 H-6,98, H-2,59 H-6,65 130,5 7,02
3.5 6,65d (83Hz)2H 11537 H-9,16, H-6,98, H-6,98 116,2 6,71

H-6,65
H-9,16, H-6,98, 156,6 -
4 - 15588 | coe
4-OH 9,16 7,86
; 259t(T3H)2H 388 3H-56,98,H-4,6, H- H-351 357 2,13
3,51dd (12,4¢e7,3 H-4,6, H- 42,3 2,67
8 H2) 2H 63,06 H-4,6, H-2,59 A
NH. 4,6t (5,0 Hz) H-3,51 5,72
NH,
8
HO
7

Figura 22: Estrutura quimica da substancia | denominada tiramina
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Figura 23: Correlagfes COSY e HMBC da substéncia |

A tiramina é uma monoamina produzida em substratos fermentados. O pré-
requisito é a disponibilidade de tirosina livre no meio (FINBERG & GILLMAN, 2011).
Nas condicOes de cultivo desta pesquisa utilizou-se o meio sabouraud caldo suplementado
com 0,2% de extrato de levedura, segundo informacdes do fabricante no extrato levedura
contém vitaminas do complexo B, peptideos e aminoacidos livres, possivelmente seja
justificativa da producédo de tiramina pelo fungo endofitico Xylaria sp. O rendimento da
substancia foi de 1 mg para 3,6 litros de meio.

No levantamento bibliogréfico realizado os relatos sobre a producdo de tiramina
por fungos endofiticos sdo escassos. Porém no trabalho feito por Indriani (2007) foi
cultivado o fungo Fusarium equiseti isolado de alga marinha, sendo cultivado em 300 mL
de meio Wickerham com adigéo de 24,4 g/L de sal marinho em um Erlenmeyer de 500
mL em condicOes estéreis e incubado por 21 a 28 dias em temperatura ambiente (20 °C),
o rendimento foi de 1 mg de tiramina, nota-se um rendimento maior quando comparado
ao obtidos no presente estudo.

Importante ressaltar a tiramina sendo uma amina biogénica que possui varias
reacOes fisiologicas, como aumento da presséo arterial e vasoconstricdo (ANWAR et al.,

2012), assim a mesma poderia ser utilizada visando efeito benéfico para saide humana.
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Considerando que as aminas aromaticas estdo envolvidas na biossintese de muitos
metabdlitos secundéarios de plantas, outra aplicagdo relevante da tiramina pode ser o0 uso
para producdo moléculas alcaloidicas. No trabalho feito por Facchini (1998) foi utilizada
tiramina exdgena em cultura de calo de opium, como substrato para a producdo de
saguarina um alcaloide com propriedades antibidticas. Os calos de cultura assimilaram
com éxito a tiramina com a posterior conversao no alcaloide de interesse.

Os resultados obtidos nessa pesquisa demonstraram a competéncia do fungo
Xylaria sp. 1 para a producdo de tiramina um produto biotecnoldgico e com realidade

comercial estabelecida.

5.2.2 identificacdo estrutural da substancia Il produzida por Xylaria sp. 1

A partir do fracionamento da fase AcOEt do caldo foi possivel o isolamento da
substancia 2 via CLAE (Luna 5 p C18, 100 A, 250 x 10 mm, volume de injeg&o 50 pL,
vazdo 4,7 mL/minuto) utilizando metanol 30%, pH = 5, modo isocratico, a substancia
apresentou tempo de retencdo de 8 minutos, absorvendo nos comprimentos de onda de A
280 nm e 254 nm, com rendimento de 1 mg. O espectro de RMN de *H é apresentado na
figura 24.

Na expansdao da regido aromatica do espectro (Figura 25) foi possivel observar um
sinal em on 9,21, referente ao hidrogénio ligado a hidroxila, foi observado também um
hidrogénio em dn 7,89 (s), referente ao hidrogénio ligado ao heteroatomo (N).

O mapa de correlagdo HSQCedit (Figura 26) permitiu relacionar os carbonos aos
seus respectivos hidrogénios e mostra os CH/CHz numa fase (cor preta) e os CH2 na outra
fase (cor vermelha). Na figura 27 o mapa de correlacdo HMBC auxiliou na visualizacao
de outros acoplamentos entre carbonos e hidrogénios. As correlacfes entre os hidrogénios

séo apresentadas no COSY na figura 28.
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Figura 24:Espectro de RMN de 'H da substancia Il em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 26: Mapa de correlagdo HSQC editado da substéancia I1.
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Figura 27: Mapa de correlacdo HMBC da substancia Il.
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Figura 28: Mapa de correlagdo COSY da substancia Il.

Na andlise espectrometrica de massas de baixa resolu¢do (ESI+) (Figura 29),
foi possivel constatar o pico de m/z 261, sendo a massa molecular calculada em 260.
Associando todos os dados obtidos foi possivel determinar a formula molecular
C14H16N2Og, referente a estrutura da ciclo (prolina-tironsina) (Figura 30) as principais
correlacdes observadas na molécula estdo apresentadas na figura 31. Na tabela 15 estdo
apresentadas as informacOes obtidas através dos espectros uni e bidimensionais,

comparando com os dados disponiveis na literatura.
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Analysis Info Acquisition Date /142020 1:49:43 PM
Analysis Name  DI\D. C-MS\10-09-2020000S_ESI+-SBPC18FA37-3081P4_2ul_1-55_01_1080.d
Method 1989.m
Sample Name  ODS_ESI+-SBPFC18FA37-3081P4_2uL Instrument amaZon speed
Comment XR-ODS 2X5
A(H200. 1%AcFormicoYB(MEOH)
Fluxo: 0.25 mUminSpitde 0,045 mL(MS)0.255ml(desc). P-2565psi
Vinj: 2 ul C = 1,25 mg/mL (MeOH); Forno:35C;Inj: MeOH
0-Emin: 50-80%
5-8min:80-100%
8-8min:100%
8-10min: 100-50%
10-12min-50%
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Figura 29: Espectro de massas de baixa resolugdo ESI positivo da fragdo SBPC15 FA

37-39 B1 P4 que contém a substancia Il.

70



Tabela 15: Dados de RMN de *H, HSQC, HMBC e COSY da substancia Il (em DMSO-
de: 300 MHz (H) 75 MHz (C)). Dados da literatura ciclo (Pro-Tir) de acordo com
*JAYATILAKE et al., (1996) CDCls: 360 MHz (H) 90 MHz (C)).

Posicdo

Dados observados

Dados da literatura

6C 8H HMBC COSY *6(: *6H
1 165,5 H-7,89, H-4,25, H- 165.48
2,91
2N - - . . . i
3 45,07 338m(1H)e  H-1,99 H-1,72 H-1,72 45.65 3,57 m (2H)
3,25d (5,3)1 H
4 22,31 1,72 m (2 H) H-3,25,H-1,38  H-1,38, H-1,99, 22.64 1,85 m (2H)
H-3,25
5 28,22 1,99m(1H)e H-4,05 H-3,25 H- H-1,38, H-1,72, 28.54 2,32m(1H) e
1,38 m (1 H) 1,72 H-4,05, H-1,99 1,96 m (1H)
6 58,82 405t(7)1H  H-7,89, H-1,99; H- H-1,38, H-1,99, 59.36 4,07 t(7,6)1H
1,38 H-7,89
7 169,47 H-7,89, H-4,05, 169.95
H-1,38
8NH - 7,89 s (1H) H-4,29, - 6,11 s (1H)
9 56,44 425t(45)1H  H-7,89, H-2,91, H-2,9, H-7,89 56.51 422dd (2,9e
9,6)1H
10 35,2 H-7,89, H-7,05, H-  H-4,25, H-7,05 36.17 3.42dd (11e
2,9d(5) 2H 4,25 14) 1H 2,78 dd
(,9.6, e 14,4)1H
1 127,4 H-6,63, H-4,25, H- 126.93
2,91
e 13112 7054520 M0, H291 o9 Hges 13058  7.03d (8,3)2H
3e5 11519  6,63d(85)2H H-9,21,H-7,05,H-  H-2,9, H-7,05 116.32 6.77 d (8.3) 2H
6,63
¥ 156,37 H-9,21, H-7,05, H- 156.05
6,63
OH - 9,21 s (1H) - -
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Figura 30: Estrutura quimica da substancia Il denominada ciclo (prolina tirosina)

7,054~
H

Figura 31: Principais correlagdes COSY e HMBC da substéncia Il

A substancia ciclo (pro tir) pertence a classes dos alcaloides incluidas também no
grupo denominado dicetopiperazina, tais moléculas notadamente sdo conhecidas por
possuirem relevantes atividades biologicas incluindo antiviral, antimicrobiana,
antitumoral, alelopatica (MARTINS & CARVALHO, 2007; ZHANG et al., 2013).

Diversos estudos relatam o isolamento desse alcaloide ocorrendo tanto em bactérias como
em fungos.
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Conforme apresenta 0 quadro 5 os rendimentos alternam em fungdo dos
substratos, condigdes de cultivo e o organismo produtor, porém comparado ao rendimento
obtido no presente trabalho todos os valores apresentados sdo superiores. Considerando
que o rendimento foi de 1 mg para 3,6 litros de meio, obteve-se pouco, todavia essa
quantidade pode ser melhorada com investigacdo e combinacédo de diversos parametros,

tais como: oferta de substrato, pH, temperatura, salinidade, entre outros.

Organismo produtor Meio de cultura | Rendimento | Autor

Pseudomonas aeruginosa | LB 11,5mg Jayatilake et al.,
(1996)

Xylaria cubensis PDB 2,9 mg Biasetto et al., (2019)

rhizobium N003 YMB 7,0 mg Wang et al., (2012)

Quadro 4: producdo de ciclo prolina tirosina por distintos microrganismos

E importante ressaltar que na literatura consultada esta é a primeira vez que a
substancia ciclo (Pro-Tir) é relatada em um fungo endofitico do género Xylaria de

ambiente amazonico.

5.2.3 identificagdo estrutural da substancia 111 produzida por Xylaria sp. 2

A substancia 3 foi isolada de frag6es distintas uma oriunda de micélio; SBXEA13-
14 (BDPC15 ED F25 F14) e outra do caldo fermentado (BDPC15FD 10-12). A substancia
3 apresentou-se como cristal branco. As analises em CCDC evidenciaram coloragdo
laranja quando reveladas com reagente de Dragendorff (eluidacom DCM/MeOH 9:1 com
Rf de 0,62. Somando o rendimento de ambas obteve-se 17 mg. As andlises de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (Figura 33) e suas ampliacdes (Figura 34 a 36)

evidenciam que as amostras se tratam da mesma substancia
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As andlises dos espectros bidimensionais foram realizadas através dos
experimentos de HSQC (Figuras 37 e 38) e HMBC (Figuras 39 e 40). A partir das analises
dos espectros (uni e bidimensionais) foi possivel verificar a presenca metilas em 6n 0,9,
1,20 1,51 e 2,26 (Figura 2), sendo a metilaem 61 2,26 considerada “tipica de citocalasinas
com um grupo acetato na forma de radical” (CAFEU et al., 2005). Os hidrogénios em &
7,14,7,24 e 7,31 sdo caracteristicos de anel aromaético, estando estes ligados aos carbonos
dc 129,0, 127,02 e 128,9, respectivamente.

Weison18 BDPCT5_30FD_F10-F12 {HSQUED; COCI3; 3 mg)
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8 T & § 4 3 2 F2 [ppm]
Figura 36: Mapa de correlagdo HSQC editado da substancia I1I.
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Figura 37: Expansdo do mapa de correlacdo HSQC editado da substancia Ill.
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Figura 38: Mapa de correlacdo HMBC da substancia I11.
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Figura 39: Expansdo do mapa de correlacdo HMBC da substancia I1I.
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Figura 40: Mapa de correlagdo COSY substancia I11.

Na analise por espectrometria de massas de baixa resolucao (ESI+) (Figura 42),
foi possivel constatar o pico de m/z 508,15, sendo a massa molecular calculada em
507,15. Foi evidenciado duas fragmentacGes de m/z 490,21 (correspondente a perda de
agua) e 448,20 (perda do acido acético) (AMARAL et al., 2017). Associando todos 0s
dados obtidos foi possivel determinar a formula molecular C3H37NOs, referente a
estrutura da citocalasina D (Figura 43) as principais correlagdes observadas na
molécula estdo apresentadas na figura 44.
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Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date  9/10/2020 3:42:34 PM

D:\Data\2020\Cecilia\Alunos\Weison\LC-MS\10-09-202010DS_ESI+_BDPC15EDF25-15_2uL-C_1-52_01_1960.d
BDAL@DE
amaZon speed

1960.m
ODS_ESI+_BDPC15EDF25-15_2uL-C
XR-ODS 2X5
A(H200.1%AcFormico)/B(MEOH)

Operator
Instrument

Fluxo: 0.25 mL/minSplitde 0,045 mL(MS)/0,255mL(desc); P:2578psi
V.inj: 2 uL; C = 1,25 mg/mL (MeOH); Forno:35C;Inj: MeOH

0-5min: 50-80%
5-6min:80-100%
6-8min:100%
8-10min:100-50%
10-12min:50%

Intens.
X106

20
1.54
10
05

ODS_ESI+_BDPC15EDF25-15_2uL-C_1-52_01_1960.d: EIC 508.15 +All MS|

Itk
[mAU]
X105
1.00]

0.759
0.50
0.257

ODS_ESI+_BDPC15EDF25-15_2uL-C_1-52_01_1960.d: UV Chromatogram, 190-400 nm

0.00

10 Time [min]
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05

0.0
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448.20
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472.20
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Figura 41: Espectro de massas de baixa resolucdo ESI positivo da fragdo BDPC15 ED
F25 F14 que contém a substancia 11
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Tabela 16: Dados de RMN de *H, **C HSQC, HMBC e COSY da substancia Il (em
CDCl3: 300 MHz (H) 75 MHz (C)). Dados da literatura obtidos (em CDCL3: 500 MHz
(H) 125 MHz (C))

Dados apresentados

Dados da literatura

Rosede o o HMBC  COSY 5 om
1 1735 - . 1738 -
C500;C  H-215; H-2,67;
2NH - 5525 1H 525 5 . 5435, 1H
3 533 3,23m,1H S0 C Ho274H-323 534 323maM
. s0o  2150d.(49e345) C452:C  H-094H-215 . ., 214dd(44
1T 53,3 H-500;H-530 02 ¢3,9)1H
5 326 274m, 1H i 328 2,72 (m, 1H)
H- 2,85; H- 5,00;
6 1475 - oo 1477 -
C326;C
114,4; C _ 3,81d (10,4)
7 698  38LA(10SIH ;0BG H-382H-560 700 &
1475
C533;C
69,8; C 2851 (104
8 13 285110 1H  SE a1 2o
1735
9 532 - 537 -
C532;C 267 dd
10a 452 20703499 ppp07c H-282H-323 (13,3e9,1)
1375 1H
C533;C
69,8; C 45,5
8; ° 282dd
282dd, (134€86) 1289;C , '
10b 28 oG H-267H323 136¢52)
1475, C
1735
C326:C
11 136  094d(671)3H  500C  H274 138 2960465
3H
1475
coe2C H-382 H-274;
12a 1144 5095l 1H 8 H-3,82; H- 5,63; 5,09 5,1H
132.2C 0 pyen 114,7
1475 : '
12b 5,30 sl, 1H ??7372’6; C H274H-382 5,29 s,1H
c3rTc 5,14 dd
13 1305 ibﬁg)dfﬁ(ﬁ'ﬁ e 469;C  H-285H-535 1278 (156¢ 26)
: 53,3 1H
" l3ao 5350dd(156,108 C469;C  H-202H-25L . o ?iggeded
e 5,4)1H 69,7 H- 5,69 St
C193;C
42,3, C 2,02 dd
152 377 202dd(128e 1305;C  H-2,51; H-5.35 (12.9€52)
52)1H _
134,0; C 5 IH
210,2 '
251dd, @37e . 0%C po02:H-274; 2,51 dd
15b Loy i 13a0;c 2% (12,95
: 210,2 : 11,05) 1H
16 23  274m 1H CISC  H120H-251 425 274(m 1H)
17 2102 - 2104 -
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18 776 - 78 -
C24,1:C 5,34 ddd
19 1275 gé;‘ﬁ (157¢e 776.C  H-563;H-611 1343 (155/105¢
: 132.2 5,2) 1H
. . 6,11 dd
20 1322  811dd(157e26) (47 H-509H-514 1305 (156 26)
1H H- 5.63 b
C37.7:C
46.9; C
53,3;C ) )
21 776 563t(2,5)1H 1275, C E: g(l)i H-5140 970 ‘;’HGP’ t(2,6)
132.2: C :
134,0: C
169.7
C37.7:C
22 193 1,20d (6,8) 3H 423,C  H-274 195 L19d(72)
3H
210,2
C77,6:C
23 2416  151s,3H 127,5:C 243 151s,3H
210.2
24 1697 - i i 169.9 -
25 208  227s,3H C169,7 - 210  2265,3H
T 1372 - ) : 1374 -
, C45,2:C
yee 1200 BBAAT3LS)  1o000°C  Ho713:H724 1203 124D
2H 2H
128.9
C128,9: C
pes 1289 [B0ddI(73eld) 105’0 p7 24 H-731 1201 [BLTED)
2H 2H
129.0
" 1270 7.24m, 1H C1289  H-7i3H-731 1273 12 (7.8)
70H 1,93 I, 1H : 1,915, 1H)
18 OH 4,651, 1H : 4,65 s, 1H)

*Dados obtidos de Fathoni & Agusta (2019). Deslocamento quimico em ppm, constantes de acoplamento
em Hz. s (singleto), d (dubleto), t (tripleto) dd (duplo dubleto), m (multipleto).
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Figura 43: Principais correlacdes COSY e HMBC da substancia IlI

A citocalasina D foi isolada primeiramente a partir de Metarhizium anisopliae
(ALDRIDGE et al., 1967). Porém, essa molécula ocorre em outros géneros e espécies

fangicas tais como: Phomopsis, Xylaria. arbuscula, Engleromyces goetzii, Hypoxylon
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terricola (EDWARDS et al., 1989; JIKAI et al., 2002; JOUDA et al., 2016; AMARAL et
al., 2017).

A citocalasina D é capaz de se ligar aos filamentos de actina e bloquear a
polimerizacdo alterando a morfologia da célula, inibindo processos celulares, como a
divisdo, e/ou até mesmo induzir apoptose (COOPER, 1987). Essas caracteristicas
cooperam para que a citocalasina D seja amplamente utilizada em pesquisas que estudem
estagios e mecanismos moleculares especificos na célula. Tanto que vérias atividades sao
reportadas na literatura como um antitumoral, antiviral, antianafilatico, (HUANG et al.,
2012; ROSENTHAL et al., 1985; SHIN et al., 1997).

No presente trabalho o fungo cultivado em caldo de batata acrescido de extrato de
levedura resultou na producéo de 12 mg de citocalasina D. Porém no trabalho realizado
por Fathoni & Agusta (2019) utilizando também caldo de batata o rendimento obtido foi
de 0,05 g/L. ainda no mesmo trabalho esses autores elaboraram uma tabela comparativa
entre a bioproducio de citocalasina D, conforme mosta o quadro 5. E possivel verificar
que os meios tém influéncia direta na capacidade produtiva dos fungos. O que remete a
ideia para este trabalho outras condi¢des e meios poderiam ser avaliadas visando o

aumento da producdo da citocalasina D.

Fonte Meio de cultivo Capacidade  de
bioproducdo (g/L)

Xylaria arbuscula Trigo em &gua destilada (1.333 g/ 1) 0,52733

Xylaria sp. BT05 Arroz em agua do mar (1.000g /1) 0,00085

Xylaria sp. DAP KRI-5 | PDB em &gua esterilizada (24 g /1) 0,05763

Xylaria sp. SCSIO 156 | 2% de manitol, 2% de extrato de malte, 1% | 0,00126
de glicose, 1% de glutamato de sddio,
0,05% de KH2PQO4, 0,03%

MgSO4 - 7H,0, 0,1% de farinha de milho,
0,3% de extrato de levedura e 3% de sal

marinho em agua destilada (pH = 6,5)

Zygosporium mansonii | 3% de glicose, 2% de peptona e 0,5% de
sodio, cloreto em agua esterilizada (pH =
6,8)

Quadro 5: Capacidade de bioprodugdo da citocalasina D isolada de alguns fungos.
Adaptado de (FATHONI & AGUSTA 2019)
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5.2.5 ldentificacdo estrutural da substancia 1V produzida por C. dianesei
A substancia V produzida pelo C. dianesei, foi isolada por CLAE (Luna 5 p C18,

100 A, 250 x 10 mm, volume de injecédo 50 pL, vazédo 4,7 mL/minuto) utilizando metanol
45%, pH =5, modo isocréatico, a molécula apresentou tempo de retencéo de 14, 6 minutos,
absorvendo nos comprimentos de onda de A 254 nm e 280 nm, com rendimento de 3 mg.
O espectro de RMN de 'H ¢ apresentado na figura 45 e expansdo de hidrogénios
aromaticos na figura 46.

Na regido dos hidrogénios aromaticos foi possivel verificar sinais em &4 10,91 (5,
1H), referente a hidrogénio ligado a heterodtomo, caracteristico de hidrogénio do anel
indolico. Ainda na regido de aromatica foi possivel verificar sinais em dn 7,49 € o1 7,35
sendo ambos dubletos (J = 7,92 Hz, 1H), observou-se também em dH 7,06 ¢ oH 6,97 dois
tripletos (J =7,9 e 1,0 Hz, 1H); e em 61 7,22 (d, J = 2,33 Hz, 1H). Foi notdrio um sinal

na regido alifatica em 61 3,62 (S, com integral para 2H).
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Figura 44: Espectro de RMN de H da substincia IV em DMSO-ds (300 MHz).
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Figura 45: Expansao da regido aromatica do Espectro de RMN de *H de da substancia IV em DMSO-ds.
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Os deslocamentos que correlacionam os hidrogénios com seus respectivos atomos

de carbono foram obtidos pelo mapa de correlacdo bidimenssional HSQC e séo

apresentados na figura 47, bem como os dados do HMBC na figura 47. A correlacéo dos

hidrogénios é apresentada pelo COSY na figura 48.
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Figura 46: Mapa de correlagdo HSQC editado da substancia IV.

T T T T T T T T T T T T T T T T
6 5 L 3

F2 [ppt]

2702019
Op. Magno

SBPC16FA23-2681P6 (HMBC, DMSO-d6; 2 mg)

]

T
7

Figura 47

T T T T T T T T T T T
6 5 4

: Mapa de correlagdo HMBC da substancia IV.

F2 [ppm]

89



SBPC16FA23-2681P6 (HMBC,; DMSO-d6; 2 mg) LE
27/08/2019 2
On. Magno =
[~ o= é
T a3
L] L L&
(-] 2
@

T
140

T
160

7 [ 5 4 F2 [ppm]

Figura 48: Expansdo do mapa de correlagio HMBC da substancia IV.
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Figura 49: Mapa de correlagdo COSY da substancia IV.
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Figura 50: Expansédo do mapa de correlacdo COSY da substancia IV.

A tabela 18 apresenta as informag6es obtidas através dos espectros, comparando
com os dados disponiveis na literatura. A partir das andlises e do levantamento
bibliogréfico realizado, foi proposto que a substancia se trata do alcaloide indélico 1H-
indol-3-acetamida, sendo esta substancia numerada utilizando como referéncia o

triptamina.

Tabela 17: Dados de RMN de *H, HSQC, HMBC e COSY da substancia IV (em
DMSO0-ds, 300 MHz para H e 75 MHz para *C). Dados da literatura *FACHIN-
ESPINAR (2019) IV (em DMS0-ds, 300 MHz para *H e 75 MHz para '3C).

Posicdo Dados apresentados Dados da literatura
dc OH HMBC COoSsy *dc *OH
10,91s - - - 10,98 (s)
1-NH (1H)
9 1242 IHZZ d (2,3) H-3,62, H-7,49 H-7,22 | 122,9 7,20 (5)
H-3,62, H-7,22, H-3,62 | 110,4 -
3 108,2 - H-7.49
4 118,9 IH49 d (7,9) H-7.06, H-7.35 - 118,0 7,56d (7,6) 1H
6,97t(79¢e H-6,97 | 1182 7,00dd (8,5¢
5 1187 1,0) 1H i 7,6) 1H
706t(79¢e¢ H-7,49 | 1209 7,09dd (85¢
6 1213 10y 14 H-7,35, H-7,49 7'6) 1H
; 11,7 IH35 d (7,9) H-6.97. H-7.06 H 7,35 |111,4 7,38d(7,6) 1H
H-7,06, H-7,22, H-7,06 | 136,1 -
8 136,5 - H-7.49
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H-3,62, H-6,97, - 126,8 -
9 127,17 H-7,22, H-7,35
3 31,6 3,625 (1H) - 249 2,97 (4H, m)
3 173,68 H-3,62 H-7,22 | 401 2,97 (4H, m)

A andlise por espectrometria de massas de baixa resolucdo apresentou valor de
m/z de 174 (Figura 52) no modo positivo sugerindo a formula molecular C1oH10N20,
confirmando ser a 1H-indol-3-acetamida. Os demais picos intensos sdo referentes a
adutos formados: 174 x 2 + Na (23) = m/z 371; 174 — NH.CO (44) = m/z 130.

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  10/23/2020 2:47:24 PM
D:\Data\2020\Cecilia\Alunos\Weison\LC-MS\23-10-2020\0DS_ESI+-IndolAcetamida_1-2_01_2043.d

Method 2043.m
Sample Name ODS_ESI+-IndolAcetamida Instrument amaZon speed
Comment XR-ODS 2X5
A(H200.1%AcFormico)/B(MEOH)
Fluxo:0.25 mL/minSplitde 0,045 mL(MS)/0,255mL(desc); P:2434psi
V.inj: 3uL; C =1 mg/mL (MeOH); Forno:35C;Inj: MeOH
0-12min: 30-100%
12-14min:100%
14-16min:100-30%
16-18min:30%
Intenss ODS_ES|+-IndolAcetamida_1-2_01_2043.d: EIC 174.07 -All MS|
x10°
1
3]
2]
4
A\ Y
Inten. ODS_ESI+-IndolAcetamida_1-2_01_2043.d: UV Chromatogram, 279 nm
mAU
imay
30 /\
20
J \
od /_,«_.___J\‘} Nowews oz 9 g e v e g o |
2 4 6 8 10 Time [min]
Intens. -MS, 3.7-3.9min #299-309
x10°
13012 17407
3
371.08
2
562.13
1' 752.05
673.02
283.24
335,03 433.05 62343
l * L 494.06 J 723.20
i |
0 0 L; Lo Lhbide txl kl.iu L. ik b iids ._L_L) | Lll Y
100 200 300 400 500 600 700 800 mi/z

Figura 51: Espectro de massas de baixa resolucéo ESI positivo da fracéo

SBPC16 EA 23-26 B1 P6 que contém a substancia IV
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Figura 53: Correlagfes COSY e HMBC da substancia IV

A 1H-indol-3-acetamida (IAM) é uma importante molécula que participa no
processo de crescimento de plantas, sendo precursora na rota bioquimica, para producao

de &cido indol acético (IAA), um importante fitohorménio vegetal (LEHMANN et al.,
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2010). Na literatura diversos trabalhos abordam a producdo de IAA por microrganismos
endofiticos incluindo fungos. Nesse contexto também é evidenciada a ocorréncia de IAA
em distintas espécies no género Colletotrichum (CHUNG et al., 2003; MAOR et al.,
2004). No trabalho realizado por Robinson e colaboradores (1998) verificaram Indol-3-
acetamida foi a principal via utilizada pelo fungo para produzir acido indol-3-acético em
culturain vitro (agitacdo e na auséncia de luz) demonstrando assim a relevancia da mesma
para obtencdo da auxina IAA, principalmente pela cepa Colletotrichum gloeosporioides.
Ainda no mesmo trabalho foi perceptivel que a producdo e acimulo de IAM ocorria nas
primeiras 36 a 48 horas, em seguida, seu nivel diminuia isso considerando 72 horas. Em
outro trabalho feito por Numponsak et al. (2018) a producdo de IAA via IAM foi
expressiva, sendo que dos microrganismos endofiticos testados o Unico que teve sucesso
na sintese in vitro foi o Colletotrichum fructicola o experimento foi conduzido com caldo
de batata suplementado em modo agitado e no escuro.

A condicdo incomum nos dois trabalhos citados anteriormente foi a adi¢cdo de
triptofano nos meios de cultura, aqui nessa pesquisa utilizou-se extrato de levedura. Trata-
se de um componente rico em proteinas e vitaminas do complexo B. Possivelmente a
presenca de aminoacidos ind6licos nesse suplemento e pode ter influenciado na produgéo
da indol acetamida.

A importancia dessa substancia ndo se limita apenas como intermediario para
producdo de IAA, como também indiretamente pode ser utilizada como agente indutor
para biossintese de metabdlitos secundarios. Estruturalmente a indol acetamida é
semelhante com a triptamina, esta teve sua utilizacdo voltada para inducéo de alcaloides
inddlicos. Considerando a natureza indélica da IAM possivelmente a mesma poderia ser
utilizada com esse propasito.

Os resultados obtidos nessa pesquisa confirmam o potencial biotecnoldgico do C.
dianesei como candidato para producdo de indol acetamida in vitro. Porém sdo
necessarias testar outras condi¢fes experimentais que visem o aumento na producéo da

substancia.

5.2.6 Identificacdo estrutural da substancia V produzida por C. dianesei

A substéncia V foi isolada de coluna cromatografica aberta, com rendimento de 4
mg. A anélise por RMN de *H (figura 51) sugeriu um padrdo espectral de esteroides,
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apresentado sinais de metilas em 6 0,63 (s, 3H); 6 0,83 (dd, J= 6,71Hz, 4,56 Hz, 6H); 5
0,92 (d, J=6,89 Hz, 3H) 5 0,96 (s, 3H); 6 1,04 (d, J= 6,61Hz, 3H); & 1,47 (m, 3H).

A partir do espectro de 13C (figura 55) e do mapa de correlagdo HSQC foi possivel
verificar 28 carbonos, sendo 6 C de metilas (6 12,05; 6 16,28; 6 17,61; 6 19,65; 6 21,11;
e 0 33,09), 7 metilénicos (6 21,11; 6 22,99; 6 28,30; 6 31,99; 6 38,37; 6 39,07; 6 40,8), 11
metinicos (6 70,4; & 119,58; & 116,28; 6 46,24; & 54,56; o 55,71; 6 40,44; 6 135,57; &
131,97; & 42,82; 6 33,09), e 4 quaternarios (& 42,82; & 37,02; & 141,39; & 139,79) (Figura
4 e 5). Todas as informacdes obtidas condizem com os dados apresentados na literatura
para o esteroide ergosterol (Tabela 19).
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Figura 54: Analise de RMN de 'H da substancia VV em CDCls (300 MHz)
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Figura 57: Mapa de correlagdo HSQC da substancia V
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Figura 58: Expansédo do mapa de correlacdo HSQC da substancia V

As correlagbes dos hidrogénios com carbonos a longa distancia foram
evidenciadas pelo mapa de correlacgdo HMBC (Figura 76 a 78), e as correlagdes dos
hidrogénios a longa distancia verificada pelo COSY (Figura 79).
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Figura 61: Mapa de correlacdo COSY da substancia V

Tabela 18: Dados de RMN de *3C da substancia V (em CDClz 75 MHz (C)) comparados
na literatura. Dados da literatura em CDCls: 50 MHz (C))

Posicdo  Apresentados  *Literatura Tipos de

dc dc carbono

1 38,36 38,3 CH2
2 31,99 31,9 CH:>
3 70,4 70,4 CH
4 40,8 40,7 CH:
5 141,38 141,3

6 119,58 119,6 CH
7 116,28 116,3 CH
8 139,7 139,7

9 46,23 46,2 CH
10 37,02 37,0

11 21,11 21,1 CH2
12 28,3 28,2 CH:>
13 42,8 42,8

14 54,5 54,5 CH
15 22,99 23,0 CH2
16 39,07 39,1 CH:>
17 55,71 55,7 CH
18 12,05 12,0 CHs
19 17,61 16,2 CHs
20 40,44 40,3 CH
21 19,6 19,6 CHs
22 135,57 135,5 CH
23 131,97 132,0 CH
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24
25
26
27
28

42,8

33,08
19,64
19,96
16,28

132,0
42,8
33,0
17,5
19,9

CH
CH
CHs
CHs
CHs

*Marinho (2005)

HO

Figura 62: Estrutura quimica da substancia V denominada ergosterol
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Figura 63: Principais correlacdes observadas em COSY e HMBC da substancia V

A substancia V (figura 76 e 77) produzida pelo fungo C. dianesei, trata-se do
ergosterol, um esteroide presente na membrana plasmatica de fungos, sendo uma
molécula primordial para estabilidade da bicamada lipidica (KOGEL-KNABER &
AMELUNG, 2014). Tanto que em fungos patdgenos a via biossintética do ergosterol é
alvo para vérias drogas, ou até mesmo o préprio ergosterol (HATA et al., 2010). Além da
importancia médica, o ergosterol é utilizado para quantificacdo da biomassa fungica,
sendo relevante para determinar o crescimento micoldgico (GALVAO et al., 2003).

Com enfoque biotecnologico o ergosterol serve como precussor na derivacdo de
substancias bioativas. No trabalho feito por Liu et al., (2018) verificou-se que duas novas
moléculas derivadas de ergosterol demonstraram atividade germicida com amplo

espectro de a¢do. Em outro trabalho envolvendo influenza, a substéncia derivada exibiu
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atenuacdo de efeitos pré inflamatdrios, sendo uma droga potencial no uso adjunto com
antivirais (ZHOU et al., 2019).

Diante da importancia biotecnoldgica do ergosterol as atividades bioldgicas
apresentadas motivam novos abordagens seja como uso da mesma como molécula

elicitora em experimentos in vitro ou em experimentos de semi sintese.

6.2 Ensaios bioldgicos
6.2.1 Antimicrobiano
As inibigdes do crescimento microbiano sugeriram atividade antibidtica na

maioria dos extratos e fases avaliados. De maneira geral os extratos AcCOEt foram os que
mais apresentaram inibi¢cdes quando comparado aos outros. 1sso pode ser justificado por
se tratar de um solvente de polaridade intermediaria interagindo com substancias apolares
e polares, Garcia et al., (2012) verificou em sua pesquisa que a extracdo com AcOEt
proporcionou a obtencdo de resultados satisfatorios em ensaios antimicrobianos.

Para o fungo Xylaria spl. dos doze microrganismos testados cinco foram sensiveis
(S. aureus, S. enteritidis, A. baumani, C. albicans e E. tarda) conforme evidenciado na
tabela 20. Das bactérias que demonstraram sensibilidade a maioria sdo gram-negativas,
fato relevante pois as mesmas sdo destacadas na lista da OMS como prioritarias por
frequentemente exibirem mecanismos de resisténcia aos antibidticos usuais.

Na literatura diversos trabalhos confirmam a potencialidade da atividade
antimicrobiana de espécies de Xylaria. Na pesquisa feita por Hacioglu et al., (2011) com
Xylaria polymorpha, constatou-se que 0s extratos apresentaram atividade contra S.
aureus, C. albicans. Em outro trabalho feito por Canli et al., (2016) também encontraram
sensibilidade nos mesmos microrganismos onde o extrato de Xylaria hypoxylon inibiu o
crescimento de S. aureus. Em outra pesquisa foi notoria ampla atividade dos extratos de
Xylaria contra S. aureus, B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa (ORACHAIPUNLAP et al.,
2015).

E importante ressaltar os resultados referentes a atividade inibitéria do extrato
AcOEt obtido de Xylaria sp. 1 frente a C. albicans é relevante. Pois esse fungo apesar de
fazer parte da microbiota humana, quando assume um aspecto patoldgico causam
candidiases oportunistas e sistémicas, que afetam principalmente pacientes
imunodeprimidos e exibem complexos mecanismos de resisténcia, dificultando o
tratamento deste tipo de infeccdo (LEITE JUNIOR et al., 2011; FARMAKIOTIS &
KONTOYIANNIS, 2017).
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Também foi constada atividade antibidtica para os extratos e fases do fungo C.
dianesei. Das cepas testadas, cinco tiveram seu crescimento comprometido (P.
fluorescens, S. aureus, S. enteritidis, A. baumani, E. tarda), principalmente a cepa S.
aureus, pois demonstrou sensibilidade para mais de um extrato (Tabela 20).

No levantamento bibliogréafico realizado para o género Colletotrichum o volume
de trabalhos publicados com enfoque antimicrobiano € menor quando comparado a
Xylaria. e para o fungo C. dianesei ndo foram encontradas publicagdes em relacédo
atividade antibidtica, entretanto em outras espécies de Colletotrichum foram constatadas
atividades antibioticas frente aos mesmos microrganismos testados nessa pesquisa
(ARIVUDAINAMBI et al., 2011; PACKIARAJ et al., 2016).

Anteriormente no trabalho realizado por Souza e colaboradores (2004) fungos dos
géneros Xylaria e Colletotrichum haviam sido isolados de Palicourea longiflora foi
possivel verificar que os extratos obtidos desses fungos apresentaram atividade
antibiotica contra Bacillus sp., B. subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

As atividades antimicrobianas apresentadas nesta pesquisa, com fungos
endofiticos isolados de Palicourea corymbifera, podem ser atribuidas tanto pontualmente
a presenca de um unico metabolito secundario como também pela sinergia entre duas ou
mais moléculas, sendo necessario assim estudos subsequentes a fim de esclarecer tais

atividades.
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Tabela 19: Extratos e fases que apresentaram atividade antimicrobiana

Extrato P. S. S. enteritidis A. P. K. E. S. A. C. C. P.
acnes aureus hydrophila  fluorescens  pneumonia tarda epidermidis baumani  albicans  freundii  aeruginosa
CIM em mg/mL

Xylaria sp.1. Extrato - 1000 - - - - - - - - - B
DCM

Xylaria sp.1Ext AcOEt - - - - - - 1000 - 500 500 - -

Xylaria sp.1Fase DCM - 500 - - - - - - - - - -

Xylaria sp.1Extrato - - 500 - - - - - - - - -
MeOH

Xylaria sp.1 Extr MeOH - 500 - - - - - - - - - -

C. dianesei Extr AcOEt - 500 1000 - 1000 - 500 - - - - -

C. dianesei Extr DCM - 500 - - - - - - - - - -

C. dianesei Extr MeOH - 500 - - - - - - 1000 - - -

C. dianesei Fase AcOEt - - 1000 - - - - - - - - -
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6.2.2 Bioensaio antimicrobiano com citocalasina D e ergosterol

Considerando a susceptilidade de patdgenos aos antimicrobianos, eventualmente
determinada substancia pode exibir atividade antibiotica seletiva ou nenhuma atividade.
As substéncias citocalsina D e ergosterol avaliadas no ensaio, ndo inibiram o crescimento
das bactérias e leveduras testadas. Em todos os gréaficos é perceptivel valores superiores
de crescimento, quando comparado ao controle negativo, conforme evidencia a media das
absorbancias nas figuras 60, 61 e 62. Destacando principalmente a bactéria S. marcescens,
que apresentou crescimento superior aos outros microrganismos.

Em aspectos bioquimicos as substancias podem influenciar o crescimento de
microrganismos de duas maneiras; inibindo o desenvolvimento celular consequentemente
causando a morte, ou as substancias podem estimular, sendo Gteis como co-fatores ou
diretamente ser utilizadas como fonte de carbono (PANDE & KOST, 2017; TORTORA
et al., 2017). A principio os resultados observados sugerem que todas as moléculas
avaliadas podem ter sido utilizadas como fonte de carbono e energia garantindo assim o
crescimento de todos os microrganismos testes.

Em uma outra abordagem visando a obtengdo de moléculas antibioticas, existe a
possibilidade em oportunidades futuras de realizar alteragdes estruturais nas substancias,
através de semi sintese por exemplo, técnica satisfatoria apresentada em alguns trabalhos
(SOARES et al., 2019; OLSUFYEVA & YANKOVSKAYA, 2020).

Apesar de nessa pesquisa as substancias ndo terem atividade antimicrobiana, as
moléculas citocalasina D e ergosterol podem ser testadas ainda contra outras cepas

patdgenas.
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Acinotebacter baumannii Candida parapsilosis Candida albicans
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Figura 64: Graficos com a média de absorbancia para as diferentes concentragdes +
Desvio padréo de citocalasina D testada frente aos microrganismos testes

Legenda: B- meio de cultura, C+ Controle positivo, C- Controle negativo. Nivel de significancia em relagéo
ao controle negativo representado por: * (p < 0,05), ** (p < 0,001), *** (p < 0,0001), **** (p < 0,00001).
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Acinotebacter baumannii Candida albicans Candida parapsilosis
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Figura 65: Graficos com a média de absorbancia para as diferentes concentragdes +
Desvio padréo de ergosterol testado frente aos microrganismos testes

Legenda: B- meio de cultura, C+ Controle positivo, C- Controle negativo. Nivel de significancia em relagéo
ao controle negativo representado por: * (p < 0,05), ** (p < 0,001), *** (p < 0,0001), **** (p < 0,00001) .

6.2.3 Ensaio fitotoxico dos extratos
No ensaio de fitotoxicidade foi verificado uma reducdo de 36 % na porcentagem

de germinagdo quando as sementes foram submetidas ao extrato de Colletotrichum
dianesei (Figura 65). A velocidade de germinacéo sofreu um atraso de 63,8 %) para C.

dianesei e 43,9 % para Xylaria sp. 1 (Figura 66).
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Figura 66: Porcentagem de germinacdo de sementes de Lactuca sativa sob influéncia do
extrato metandlico de Xylaria sp.1 e C. dianeseli

Legenda: ** (p < 0,001)
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Figura 67: indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Lactuca sativa
sob influéncia do extrato metandlico de Xylaria sp.1 e C. dianesei

Legenda: ** (p < 0,001)

Os extratos metandlicos dos dois fungos testados interferiram negativamente no
crescimento radicular e da parte aérea (hipocotilo + cole6ptilo) de L. sativa (Figura 67).
A interferéncia no crescimento pode ser qualitativamente determinada, sendo inclusive

notdrio a presenca de inicio de necrose em algumas plantulas (Figura 68).

2.0+
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Xylaria sp
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Radicula Parte aérea

Parte da plantula

Figura 68:Crescimento radicular e da parte aérea de plantulas de Lactuca sativa

Legenda: * (p <0,5), *** (p < 0,0001).
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Figura 69: Interferéncia dos extratos sobre o crescimento de Lactuca sativa

Legenda: A) Placa controle. B) Sementes submetidas ao extrato metandlico de Xylaria sp. C) Sementes
submetidas ao extrato metandlico de C. dianesei. D) Comparagdo entre o controle e fungo Xylaria sp. E)
Comparagdo entre C. dianesei e controle. As letras nas plantulas controles correspondem a: r - radicula, h
- hipocétilo e c - coleoptilo.

Dente os parametros avaliados na atividade alelopética, a germinacdo tem se
mostrado menos sensivel a aleloquimicos, estando em alguns casos maiores interferéncias
evidenciadas sobre a velocidade de germinacao e o crescimento (BRASIL, 2009). O que
corrobora com o teste realizado nesse trabalho, em que ndo houve interferéncia na
germinacdo das sementes submetidas ao extrato de Xylaria sp., mas foi notério uma
influéncia negativa sobre a velocidade de germinacao e o crescimento.

Outras avaliagOes fitotoxicas ja foram realizadas com espécies do género Xylaria
e Colletotrichum. O extrato AcOEt do filtrado de cultura, sem células, de Colletotrichum
dematium, apresentou acgdo fitotdxica frente Parthenium hysterophorus L. (MAGUIRE,
1962).

Considerando a inibicdo ou estimulo de 50 % como padrdo satisfatorio na
avaliacdo de atividades fitotoxicas, resultados interessantes foram evidenciados para o
extrato metanodlico de C. dianesei. Em que a velocidade de germinacéo de L. sativa foi
reduzida em 63,8 %; e o crescimento radicular inibido em 51,1 % nas plantulas de alface.

Dentre algumas das classes quimicas com grande interferéncia em processos do
desenvolvimento vegetal estdo as substancias fendlicas, que atuam sobre enzimas
coordenadoras de diversos processos fisiologicos, e 0s terpenos, que apresentam inibicao

na germinacdo e no crescimento de plantas (SINGH et al., 2010).
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6.2.4 Fitotoxicidade de citocalasina D

No ensaio de fitotoxicidade com a citocalasina D ndo houve diferencas
significativas quanto a porcentagem de germinacdo e o indice de velocidade de
germinacdo (tabela 21). A substancia testada reduziu o crescimento de L. sativa causando

efeito mais intenso sobre a radicula (figura 69).

Tabela 20: Porcentagem e velocidade de germinacdo de Lactuca sativa

Tratamento Concentracdo Germinacao IVG £ SD
pg/mL (%) £ SD

Controle 0 pg/mL 91+3.7 11,33+£0.4

citocalasina D 125 pg/mL 94+25 11,75+£0.3

Legenda: SD- Desvio padrdo
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- 1.2
£
L 1.0

@8 Controle
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©c o o o @
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Radicula Parte aérea

Parte da plantula

Figura 70: Crescimento de Lactuca sativa sob interferéncia da substancia
Resultados significativos sdo seguidos por: * p < 0,05, **** p < 0,0001.

Assim, minuciosas alteracdes possivelmente por intermédio da citocalasina D
foram observadas nas plantulas, como diminuicdo de coledptilo (Figura 70 a); auséncia
de pelos radiculares nas plantulas (Figura 70 b); e dificuldade em visualmente diferenciar

transicao entre radicula e hipocotilo na plantula submetidas a substancia (Figura 70 c).

112



Figura 71: Plantulas de L. sativa observadas em lupa (Aumento de 1.5x)

Legenda: A. Comparagdo da parte aérea, B. Comparacéo da radicula, C. Aspecto geral da plantula
submetida a 125 pg/mL de citocalasina D

Outro detalhe observavel foi em relacdo ao volume de agua, pois foi adicionado a
mesma quantidade de 4gua (3 mL), em todas as placas. Porém nas placas que continha a
substancia a quantidade de agua no fim do experimento visualmente era maior do que a
quantidade de agua nas placas controle. Sugerindo que a substancia pode ter influenciado
a absorcdo de agua pelas plantulas de L. sativa.

Os resultados dessa pesquisa estdo de acordo com o que € mencionado na
literatura. No trabalho feito por Biasetto e colaboradores (2019) investigaram a atividade
fitotoxica de citocalasina D [0.8, 0.4 e 0.2 mg mL-1] frente a Triticuma estivum (coleotipo
de trigo). Em todas as concentracdes testadas houve pronunciada inibicdo, principalmente
qguando comparado ao herbicida comercial GOAL® (controle positivo). De fato, a
citocalasina D se estabelece como produto biotecnoldgico que pode ter aplicabilidade,
porém mais estudos sdo requeridos a respeito de suas atividades e seguranca biolégica de

utilizagéo.
6.2.5 Avaliacdo da atividade angiogénica da indol acetamida

No bioensaio foi verificado que a porcentagem de inibicdo na formacao de novos
vasos sanguineos ocorreu de maneira dependente da dose in vivo utilizada conforme
apresentado na figura 69. Houve inibicdo da neovascularizacdo de 30% na concentracéo
de 10 pg/mL, 40% em 50 pg/mL e 85% na concentracdo de 100 pg/mL.
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Figura 72: Atividade antiangiogénica dose-dependente apresentada pela indol acetamida

Legenda: Resultados expressos como média + desvio Padrdo, n=3. (***) representa diferenca
estatistica significativa (p < 0,001) em relagéo ao grupo controle negativo (CN)

Neste trabalho verificou-se o efeito farmacoldgico inédito da indol-3-acetamida
confirmado com a inibicdo da angiogénese no ensaio HET-CAM. A literatura relata
distintas classes de alcaloides como efetivos inibidores angiogénicos utilizando ensaio de
HET-CAM, demonstrando também variacGes de inibicdo dependendo da molécula
testada.

No trabalho de Wan et al., (2019) um extrato rico em alcaloides foi testado nas
concentragfes 100, 50 e 10 pg/mL, a inibicdo dos vasos apresentada foi de 45%, 29% e
10% respectivamente, valores que sdo inferiores quando comparados as porcentagens de
inibicdo da indol-3-acetamida. Por outro lado, o trabalho feito por ZHANG et al., (2011)
verificou que o alcaloide indolico indirubina inibiu a formagéo de vasos no ensaio de
HET-CAM onde 10 pg/mL inibiu em 50% a formacdo de vasos e 5 pg/mL inibiu em
20%.

Outros alcaloides em diversos trabalhos demonstraram inibicdes significativas em
concentracgdes inferiores tais como: taspina (0.5, 1.0, 2.0 pg) sanguinarina (1, 10, 100 ng)
capsaicina (6,3,1.5, 0,75 ug) (ZHANG et al., 2008; EUN & KOH, 2004; MIN et al.,
2004).

Os resultados dessa pesquisa complementam o conhecimento da indol-3-
acetamida em relacdo a sua propriedade anti-angiogénica o que tem grande relevancia
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para o setor farmacéutico. Pois substancias que influenciam o processo anti angiogénico
s&0 promissoras para uso preventivo da inflamag&o e crescimento neoplasico. E crescente
0 interesse por novos inibidores a partir de fontes naturais principalmente se essas fontes
permitirem condicdes de controle para a producéo in vitro visando maiores rendimentos
da substancia de interesse. Diante dessa exigéncia o fungo endofitico (C. dianesei)

trabalhado nessa pesquisa apresenta consideravel potencial.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho permitiu o isolamento de 32 morfotipos de fungos endofiticos de folhas
da espécie vegetal Palicourea corymbifera coletada na floresta amaz6nica;

As cepas identificadas como Colletotrichum dianesei, Xylaria sp.1, Xylaria sp. 2
compuseram a micoteca do laboratério de biotecnologia e bioprospeccéo situado no
Instituto Nacional de pesquisas da Amazonia;

Os dados quimicos e biologicos destas linhagens evidenciaram estes microrganismos
como uma fonte promissora de substancias potencialmente bioativas;

Os extratos testados exibiram atividades antimicrobianas e fitotoxica;

O fungo Xylaria sp. 1 cultivado em SBL produziu tiramina e ciclo prolina tirosina;
O fungo Xylaria sp. 2 cultivado em BDL e SBL produziu citocalasina D;

O fungo Colletotrichum dianesei cultivado em SBL produziu indol acetamida, porém
quando cultivado em GYP produziu o esteroide ergosterol;

A citocalasina D apresentou atividade fitotoxica;

A indol acetamida apresentou atividade antiangiogénica;

As substancias citocalasina D e o ergosterol ndo apresentaram atividade
antibacteriana;

Os resultados obtidos nessa pesquisa sdo relevantes pois demonstram que os fungos
endofiticos amaz6nicos sdo de fato fontes de substdncias inéditas e bioativas,
justificando a necessidade do estudo quimico desta classe de microrganismos. Deve-
se ressaltar que durante este trabalho foram isoladas substancias de interesse
comercial, tal como citolocalasina D, ciclo (Pro Tir) indol acetamida, tiramina e

ergosterol.
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