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RESUMO

Este trabalho, descreve a busca de substincias bioativas a partir do estudo quimico e bioldgico
dos extratos brutos produzidos dos fungos endofiticos Neosartorya hiratsukae (anamorfo
Aspergillus) e Diaporthe hongkongensis (anamorfo Phomopsis), que foram isolados das
folhas de Minquartia guianensis. N. hiratsukae foi cultivado em caldo Saboraud sob a
temperatura de 25 °C a 120 rpm em incubadora shaker durante 25 dias. D. hongkongensis foi
cultivado em caldo Potato dextrose e Saboraud sob a temperatura de 25 °C a 120 rpm em
incubadora shaker durante 20 e 25 dias, respectivamente. A extracdo do micélio e do meio
metabdlico foi feita com os solventes organicos DCM, AcOet ¢ MeOH, resultando nos
extratos brutos apos a evaporagdo do solvente. Apos analises por placas de CCDC e RMN de
'H os extratos brutos foram selecionados quanto ao perfil quimico e fracionados em coluna
aberta de silica. Os extratos brutos de N. hiratsukae e D. hongkongensis apresentaram sinais
caracteristicos para presenga de terpenos, substincias aromadticas e triglicerideos. Apesar da
riqueza de substancias interessantes nao foi possivel o isolamento devido a baixa quantidade
de massa. Os extratos brutos de ambos os fungos foram testados para avaliagdo da atividade
antibacteriana, antifungica e toxica frente a 4. salina. Os extratos de N. hiratsukae nao foram
ativos em nenhum dos testes realizados. O extrato DCM do micélio de D. hongkongensis
apresentou atividade nas concentragoes de 0,8 e 0,4 mg/mL frente ao Cryptococcus gattii. O
extrato acetato na maior concentragdo (1000 pg/mL) inibiu 100% do crescimento de
Pseudomonas aeruginosa enquanto que a fase DCM inibiu 87,3 %. Ja o extrato DCM teve
uma porcentagem de inibicdo de 69% frente a Escherichia coli. Essas mesmas amostras
quando testadas em uma concentragdo menor (500 pg/mL), tiveram uma redugao significativa
quanto a inibi¢do. De modo geral, os fungos endofiticos isolados das folhas de M. guianensis
apresentaram interessante potencial biotecnologico, devido a produg@o de metabolitos secundarios
com atividade antifingica.



ABSTRACT

This paper describes the search for bioactive substances from the study of chemical and
biological crude extracts of Neosartorya hiratsukae endophytic fungi (4spergillus anamorph)
and Diaporthe hongkongensis (anamorph Phomopsis), which were isolated from the leaves of
Minquartia guianensis. N. hiratsukae was grown on Sabouraud broth under the temperature
of 25 © C at 120 rpm in an incubator shaker for 25 days. D. hongkongensis was grown in
Potato dextrose broth and Sabouraud under the temperature of 25 °C at 120 rpm in an
incubator shaker at 20 and 25 days, respectively. The mycelium and extraction of the
metabolic environment was taken with the organic solvent DCM, EtOAc and MeOH,
resulting in crude extracts after evaporation of the solvent. After analysis by plaque 'H NMR
CCDC and crude extracts were selected as the chemical profile and fractionated on a column
of silica opened. The extracts of N. hiratsukae and D. hongkongensis showed characteristic
signs for the presence of terpenes, aromatics and triglycerides. Despite the wealth of
interesting substances it has not been possible due to low isolation of bulk. The crude extracts
of both fungi were tested for evaluation of antibacterial, antifungal and toxic opposite A.
salina. N. hiratsukae extracts were not active in any of the tests. The DCM extract from
mycelium D. hongkongensis showed activity at concentrations of 0.8 and 0.4 mg / ml against
Cryptococcus gattii. The acetate extract at the highest concentration (1000 mg / mL) inhibited
100% of Pseudomonas aeruginosa growth while the DCM phase inhibited 87.3%. Already
DCM extract had a percentage inhibition of 69% compared to Escherichia coli. These same
samples when tested in a lower dose (500 ug / ml) had a significant reduction for inhibition.
In general, the isolated endophytes of M. guianensis leaves showed interesting
biotechnological potential due to production of secondary metabolites with antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Atualmente tem crescido o interesse por pesquisas buscando substincias bioativas
produzidas por animais, plantas e micro-organismos. Esse interesse deve-se em parte ao
aumento do numero de micro-organismos resistentes aos diversos medicamentos empregados
no tratamento dessas doencas, o que impulsiona estudos para o desenvolvimento de novos
farmacos que combatam com eficiéncia tais resisténcias.

Dentre os organismos estudados, os micro-organismos endofiticos apresentam uma
grande variedade de moléculas com potenciais atividades bioldgicas, que podem ser
consideradas modelos para a produgdo de novos farmacos. Das substancias obtidas por meio
da bioprospeccdo destes organismos podemos destacar os alcaloides, esteroides,
isocumarinas, terpenos e outros diversos grupos estruturais (RAMOS, 2008)

O interesse da comunidade cientifica concentrou-se nesses micro-organismos a partir
da descoberta do potencial de producdo de moléculas capazes de otimizar o crescimento da
planta no que tange a producdo de fitohormdnios, prote¢do contra herbivoria e estimulo do
metabolismo secundario por meio de alteragdes morfoldgicas nos tecidos do hospedeiro, e/ou
provocando alteragdes fisiologicas (AZEVEDO, 1998).

Souza (2006) afirma que os micro-organismos endofiticos, principalmente bactérias e
fungos, podem interagir com as plantas hospedeiras de forma benéfica ou mesmo “mimetiza-
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las” na produgdo de muitos compostos. Nesse sentido ¢ de suma importancia concentrar
esforgos na busca de endofiticos que sejam fontes de moléculas bioativas, levando em
consideragdo o historico de atividade bioldgica encontrada em suas plantas hospedeiras.

A exemplo, no que se refere ao conhecimento de suas moléculas bioativas, ndo se
encontra na literatura nenhum registro de estudos da microbiota endofitica da espécie
Minquartia guianensis Aubl. Essa espécie foi estudada apenas sob o enfoque fitoquimico de
onde se obtiveram bons resultados quanto a atividade antifungica contra Cryptococcus gattii,
um dos agentes etioldgicos da criptococose (CURSINO, 2011).

Diante disso, este trabalho realizou a prospecgdo dos fungos endofiticos das folhas de
Minquartia guianensis, objetivando o isolamento, caracterizagdo e atividade bioldgica dos

extratos obtidos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo secundirio de micro-organismos

O termo “metabolismo secundario” refere-se ao conjunto de reagdes que culminam na
produgdo de substancias que ndo estdo diretamente envolvidas no processo de crescimento e
desenvolvimento do organismo. Juntamente com os metabolitos primarios, eles participam
dos processos bioquimicos que influenciam de modo importante a relagdo que o organismo
estabelece com o meio ambiente (DEACON, 2006, CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS,
2000).

Os metabolitos secundarios produzidos por fungos constituem uma grande variedade
de compostos que podem desempenhar papel vital em contextos agricolas, farmacéuticos e
industriais, ou podem ter efeitos devastadores sobre a agricultura, saude animal e humana em
virtude da sua toxicidade. Devido as suas caracteristicas benéficas e deletérias, estas
substancias com elevada complexidade, assim como os genes responsaveis pela sua sintese,
tém sido bastante estudados por microbiologistas ¢ farmacéuticos (JUVVADI, SESHIME e
KITAMOTO, 2005).

Dentre os metabdlitos produzidos pelos fungos, destacam-se algumas caracteristicas
em comum: costumam ser produzidos no fim do crescimento exponencial ou em substratos
com fontes limitadas de nutrientes, sdo produzidos a partir de intermedidrios metabodlicos
comuns, porém em vias biossintéticas reguladas por genes especificos, ndo sdo essenciais para
o metabolismo primario e sua produgdo restringe-se a alguns géneros ou espécies (DEACON,
2000).

Entre as explicagdes do por que os fungos produzem uma diversidade e abundéancia de
metabolitos secundarios, uma muito provavel ¢ que o metabolismo secundario ¢ necessario,
independente do produto final. Para Deacon (2006) as vias do metabolismo secundario atuam
como uma “valvula de escape” para remoc¢do de intermediarios do metabolismo primario
quando a célula se encontra em periodo restrito de crescimento. Evitando o acimulo dos
intermediarios, que sdo encaminhados para fora da célula ou acumulados em vesiculas como
compostos inativos.

Argumenta-se ainda que os genes que codificam as vias metabodlicas secundarias sdo
mais sujeitos a mutagdes (quando comparados aos do metabolismo primario) e a pressdo de
sele¢do favoreceria a predominancia de mutagdes que conduzam a produtos que beneficiam o
fungo. Por exemplo, as micotoxinas para evitar a predacdo dos animais, melanina para a

protegdo contra os danos causados pelos raios UV, hormonios sexuais para atragdo de
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parceiros e substancias com odor e sabor capazes de atrair insetos para dispersdo de esporos
(DEACON, 2006).

Os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos encontram-se distribuidos em trés
principais grupos: os terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos (Figura 1).

Abaixo veremos as principais caracteristicas de cada uma dessas classes quimicas.

Figura 1 - Esquema geral da integracdo entre metabolismo primario e secundario
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2.1.1 Terpenos
Os terpenos tém atraido cada vez mais atengdo devido a compreensdo de sua aplicagdo

em varios setores da economia: na preven¢ao e terapia de doengas, inclusive o cancer, a sua
atividade como inseticidas naturais e agentes antimicrobianos, propriedades que podem ser
uteis para o armazenamento de produtos agricolas e como blocos de construgao para a sintese
de muitos compostos de valor comercial (CARVALHO e FONSECA, 2006).

Os terpenos compreendem um amplo grupo de produtos naturais e sdo formados pela
unido de unidades de isopreno (C5), sendo esta a caracteristica quimica mais marcante deste
grupo. Estdo divididos em familias onde a classificacdo ¢ feita com base na quantidade de
unidades de isopreno presentes na molécula: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterterpenos (C25) triterpenos (C30) e carotenoides (C40). As unidades
sdo geralmente ligadas no formato “cabeca-calda”. No entanto, triterpenoides e carotenoides
sao formados pela dimerizagdo de unidades de 15 e 20, respectivamente (HANSON, 2008).

Nos fungos, os terpenos tém origem na via do mevalonato. De maneira geral, o
primeiro estagio ¢ a formagdo da hidroximetilglutaril-CoA. Apos as reagdes de redugdo e
descarboxilagdo tém-se como produto o isopentil-difosfato. O isopentil-difosfato ¢ convertido
em dimetilalil-difosfato facilitando a construcdo da cadeia de isoprenos (HANSON, 2008).

Ha registros na literatura de numerosos terpenoides de origem flngica. Os
monoterpenos geraniol (1), nerol (2), linalol (3) e a-terpineol (4) (figura 2) s@o produzidos por
espécies de Ceratocystis. O sequiterpenoide tricodermina (5) e seus derivados sao produzidos
por espécies do género Trichoderma e possuem atividade antimicrobiana. Como representante
do grupo dos diterpenos, o fungo Giberella fujikuroi produz o hormoénio denominado de
giberelina (6) amplamente distribuidos no reino Plantae mas em baixas concentragdes. A
cefalosporina P1 (7) e seus derivados pertencem a classe dos triterpenos e sdo amplamente

utilizados como eficientes antibioticos (HANSON, 2008).
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Figura 2 - Terpenos de origem fungica
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2.1.2 Compostos nitrogenados

Dentre os compostos nitrogenados mais comumente relatados no Reino Fungi
encontram-se os alcaloides. Os alcaloides compreendem um grupo de compostos quimicos
naturais que contém em sua estrutura pelo menos um atomo de nitrogénio. Podem ser
produzidos por bactérias, plantas, animais e por fungos na forma de metabolitos secundarios.
Sao derivados de aminoacidos ou de processos de transaminagao e sdo classificados de acordo
com o aminoacido que os originou. Podem ser derivados da lisina, ornitina, tirosina,
triptofano, histidina e fenilalanina (ANISZEWSKI, 2007).

Do ponto de vista estrutural os alcaloides podem ser classificados como néo-
heterociclicos - também denominados de protoalcaloides - ou heterociclicos. Outras
classificacdes também adotam as seguintes caracteristicas: a) alcaloides verdadeiros sdo
derivados de aminoacidos e possuem um nitrogénio em um heterociclo; b) protoalcaloides
também sao derivados de aminodcidos mas diferem do anterior por ndo conter atomo de
nitrogénio em um heterociclo e c) pseudo-alcaloides ndo sdo originados a partir de
aminoacidos mas possuem um atomo de nitrogénio em heterociclo (EL-SAKKA, 2010).

Os alcaloides mais utilizados como matéria-prima pela indastria, em sua maioria,
foram isolados de plantas superiores. Porém, nas ultimas décadas, houve um crescente
aumento do isolamento dessas moléculas a partir de micro-organismos (EL-SAKKA, 2010).
Um dos maiores exemplos dentro do reino Fungi foi a descoberta dos alcaloides produzidos

pelo fungo Claviceps purpurea denominados de alcaloides ergot. Os alcaloides ergot sao
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produzidos a partir do aminoacido triptofano. Atualmente eles sdo usados para a obtengdo do
acido lisérgico dietilamina (LSD) que, em doses baixas, ¢ usado no tratamento da
esquizofrenia (ANISZEWSKI, 2007).

Outros exemplos de alcaloides provenientes deste grupo sdo a ergometrina (8) e a
ergotamina (9) (figura 3). A ergometrina é administrada em partos juntamente com a
ocitocina e auxilia na redugdo do sangramento devido suas propriedades vasoconstritoras. Ja a
ergotamina € utilizada no tratamento de pessoas que desenvolvem crises agudas de enxaqueca
(EL-SAKKA, 2010).

Mahmood et al (2010), em revisdo sobre alcaloides isolados de fungos, destacaram
outros alcaloides também de importancia médica como a bostricoidina (10), o acido fusarinico

(11) e a licomarasmina (12), todos isolados de espécies do género Fusarium.

Figura 3 - Alcaloides de origem fungica
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2.1.3 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos pertencem a classe de compostos que inclui diversidade de

estruturas simples e complexas, com pelo menos um anel aromatico no qual, a0 menos um
hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES, 2007).

Gragas a enorme variedade de estruturas e rearranjos, os compostos fendlicos em
plantas sdo considerados como os principais reponsaveis pelo sistema de defesa quando estas
encontram-se sob estresse ambiental como baixas temperaturas, infeccdo por patogenos,
herbivoria e restricdo a determinados nutrientes. Estdo envolvidos também nos processos de

pigmentacdo, crescimento e reproducdo (LANTAZIO, 2013; LANTAZIO et al. 2008).
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Alguns autores classificam os compostos fendlicos de acordo com seu esqueleto
basico: C6 (fenol simples, benzoquinonas), C6—C1 (acido fenolico), C6—C2 (acetofenona,
acido fenilacético), C6—C3 (acido hidroxicindmico, cumarina, fenilpropanos, cromonas),
C6—C4 (naftoquinonas), C6—C1—C6 (xantonas), C6—C2—C6 (estilbenos, antraquinonas),
C6—C3—C6 (flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides), (C6—C3—C6) 2,3 (bi-,
triflavonoides), (C6—C3), (lignanas, neolignanas), (C6—C3), (ligninas), (C6), (catecol
melaninas) e (C6—C3—C6), (taninos condensados) (LANTAZIO et al. 2008).

Dentre os compostos fendlicos, encontram-se os flavonoides. Kumar e Pandey (2013)
descrevem em sua revisdo uma série de atividades biologicas atribuidas aos flavonoides como
antioxidantes, antimicrobianos, hepatoprotetores, anti-inflamatorios, anti-viral ¢ anti-
cancerigenos.

Sdo escassos os registros na literatura acerca da funcdo, abundéncia e tipos de
compostos fenodlicos produzidos especificamente por fungos, mas Mousa e Raizada (2013)
apos extenso levantamento bibliografico listaram o isolamento, identificagdo e atividade
biologica de seis substincias pertencentes a este grupo quimico: 2-metoxi-4-hidroxi-6-
metoximetilbenzaldeido (13) e altenusina (14) (atividade antifiingica), acido coletotrico (15)
(atividade antimicrobiana), acido citonico A (16) e acido citonico B (17) (atividade antiviral),
podofilotoxina (18) (antiviral e anticdncer). As substincias da figura 4 foram isoladas de

fungos endofiticos.

Figura 4 - Substancias classificadas dentro dos compostos fenolicos isoladas de
fungos endofiticos

OH
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2.2 Fungos endofiticos
Segundo Petrini (1991) fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam o

interior dos tecidos vegetais, sem, aparentemente, causar qualquer efeito negativo aos seus
hospedeiros. Lacava, Sebastianes ¢ Azevedo (2010) ampliaram este conceito afirmando que
micro-organismos endofiticos, incluindo os fungos, sdo todos aqueles cultivaveis ou ndo em
meio de cultura que habitam o interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem causar prejuizos ao
seu hospedeiro e sem produzir extruturas externas emergindo dos vegetais. Essa classificacdao
¢ simplesmente em nivel didatico, pois um endéfito, de acordo com as condi¢des do ambiente
e o proprio estado fisiologico do hospedeiro, pode ser considerado um patégeno latente
(AZEVEDO, 1998).

Apos o estudo feito por Bary (1866) apud Neto, Azevedo e Aradjo (2002), a pesquisa
com plantas e suas moléculas foi direcionada sob outro ponto de vista. Bary isolou e
descreveu pela primeira vez os micro-organismos endofiticos, porém durante mais de um
século eles foram quase que ignorados, principalmente devido ao fato de que se conhecia
muito pouco sobre suas reais fungdes no interior dos vegetais e também por ndo produzirem
em seus hospedeiros, estruturas externas visiveis. No final dos anos 70, varios estudos
demonstraram que os micro-organismos endofiticos possuiam algumas fungdes
imprescindiveis para a defesa de seus hospedeiros. Confirmou-se entdo a hipotese de que
estes micro-organismos viviam numa interagdo mutualistica, recebendo nutrientes e prote¢ao
da planta hospedeira e produzindo compostos quimicos como enzimas, alcaloides e
antibioticos, entre outros, que em certas condi¢des de estresse protegem e auxiliam a planta
(NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

Em geral os micro-organismos endofiticos entram nos vegetais (horizontalmente) por
meio de lesdes naturais. As formas mais comuns sdo por meio das raizes secundarias laterais,
estomatos, hidatddios e aberturas causadas por insetos. Outros endofitos sdo transmitidos via
semente (verticalmente). Em plantas com propagacgdo vegetativa os fungos passam de uma
para outra através das estruturas utilizadas nesse tipo de propaga¢do (AZEVEDO, 1998).

A figura 5 apresenta um esquema da diferenga entre a forma de colonizagdo de um
endofitico e um fitopatdogeno. Em a o fungo endofitico germina fora da célula vegetal e
estabelece um contato com sinalizadores quimicos, em contraste com f que o fitopatdogeno
primeiro entra em contato para depois germinar com a formag@o do apressorio. Em b ocorre
um reconhecimento e uma reprogramagdo da célula hospedeira para facilitar a entrada do
endofito, enquanto que em g o fitopatdgeno libera enzimas que degradam a parede celular.

Em ¢ e d demonstram a colonizagdo pelo endofito, enquanto que em h e i a planta se defente
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do fitopatogeno com a produgdo de proteinas de resisténcia. A figura e apresenta as relagdes
simbidticas entre o endofito e sua hospedeira. A figura j demonstra o fitopatogeno absorvendo
os metabolitos da hospedeira para completar seu ciclo de vida e consequente propagacdo

(Kogel, Franken e Huckelhoven, 2006 adaptado por Souza, 2006).

Figura 5 - Comparacao entre a forma de colonizagdo de endéfitos e patdgenos

Endofito Patégeno
\};9 -
(a) ] -
[:][Z]; Y "
[ \i .z;"lt'ﬂ
0
= )
Curtent Opinion in Plant Biology

Fonte: Kogel, Franken e Huckelhoven (2006) adaptado por Souza (2006)

O interesse da comunidade cientifica se voltou para esses micro-organismos a partir da
descoberta do potencial destes na produgdo de moléculas capazes de otimizar o crescimento
da planta no que tange a producdo de fitohormdnios, protegdo contra herbivoria e estimulo do
metabolismo secundario por meio de alteragdes morfoldgicas nos tecidos do hospedeiro, e/ou
provocando alteragdes fisiologicas (AZEVEDO, 1998).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de elucidar os processos
bioquimicos que envolvem a interacdo fungo-planta responsaveis pela producao de moléculas
diferenciadas. Para tanto, existem duas propostas paralelas que tentam explicar esse
fendmeno. Howitz e Sinclair (2008) propuseram a hipotese xenohormesis a qual afirma que

moléculas produzidas pela planta em momentos de estresse podem servir como sinalizadores
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quimicos para organismos heterotroficos (animais e microbios) que desenvolveram essas
habilidades sob pressdes seletivas evolutivas. Desta forma, é possivel que certos grupos de
genes permaneceram homologos ao longo do tempo evolutivo em plantas, microbios e
animais, podendo ser ativados mediante associagdo adequada entre planta-endofito ou
endofito-endofito.

Paralela a esta hipotese Carrol (1991) propos a teoria do efeito mosaico que explica
como os endofiticos influenciam na protegdo contra a herbivoria do seu hospedeiro. Ele
considera que os endofiticos criam uma composicdo quimica heterogénea dentro e entre os
orgaos das plantas que ¢ geneticamente uniforme, consequentemente, esses 0rgaos irdo variar
arbitrariamente em “sabor” para os herbivoros e em termos de infectividade para patdogenos.
Sejam quais forem as explicagdes existentes, o fato € que essa interagdo tem se mostrado
vantajosa para ambos os participantes dela.

Analisando os beneficios que os endofitos desempenham em suas plantas hospedeiras,
pesquisadores passaram a cogitar a possibilidade dessas moléculas terem aplicagdes mais
especificas em beneficio da sociedade. Eles consideraram que devido a ubiquidade de sua
distribuicdo e a capacidade de habitar nos mais diversos ambientes garantiram, ao longo da
evolucdo, mecanismos de defesa robustos para a adaptacdo desses micro-organismos. A
diversidade bioldgica em que os fungos s@o encontrados, principalmente quando isolados de
plantas das florestas tropicais, implica em diversidade quimica devido a constante inovagdo
que existe em ecossistemas onde a corrida evolutiva pela sobrevivéncia é mais ativa.
(STROBEL; DAISY, 2003).

Esses mecanismos incluem a produc@o de substancias classificadas nos mais diversos
grupos quimicos capazes de garantir o sucesso e estabelecimento em hospedeiros e/ou em
habitats competititvos e ligeiramente desfavordveis. Isso significa que quanto maior for a
variedade de ambientes aos quais estiverem adaptados, em decorréncia da complexidade
quimica do mundo que os envolve, maior serd a chance de existir linhagens produtoras de
alguma substéncia de interesse (COLEN, 2006; HANSON, 2008).

Ao longo dos anos, a prospeccao de fungos endofiticos, de plantas reconhecidamente
produtoras de compostos bioativos, revelou a capacidade destes em produzir os mesmos
compostos que seus hospedeiros. Varios exemplos desse fendmeno sdo descritos na literatura,
com destaque para o fungo Taxomyces andreanae isolado da planta Taxus brevifolia produtor
de paclitaxel (Taxol) e seus derivados (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993).

Esses metabolitos compreendem uma diversa gama de estruturas incluindo alcaloides,

esteroides, isocumarinas, terpenos ¢ outros diversos grupos estruturais (RAMOS, 2008). A
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bioatividade destes compostos tem sido comprovada contra células cancerigenas, bactérias e

fungos patogénicos e contra parasitas eucaridticos como aqueles causadores da malaria
(WICKLOW et al. 2005; WANG et al. 2002).

O quadro 1 ilustra algumas das substancias isoladas, identificadas e com atividades

biologicas comprovadas produzidas por fungos endofiticos. A figura 6 apresenta os

respectivos esqueletos quimicos das moléculas citadas na tabela 1.

Tabela 1 - Metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos

Fungo Planta hospedeira Substincia Atividade Referéncias
biolégica
Acremonium zeae Zea maydis Pirrocidina A (19) Antibacteriana, Wicklow et al.
(Poaceae) Pirrocidina B (20) antifungica (2005)
Aspergillus clavatus Taxus mairei Brefeldina A (21) Antiviral, Wang et al., (2002)
e Torreya grandis antineoplasica, Betina (1992)
(Taxaceae) fitotoxica Vurro et al. (1998)
Aspergillus niger Cynodon dactylon Rubrofusarina B (22) Citotoxica, Song (2004)
(Poaceae) Aurasperona A (23) antioxidante,
antifingica
Cephalosporium sp. | Trachelospermum Grafislactona A (24) Antioxidante Song (2005)
Jasminoides
Chaetomium Ephedra fasciculata | Globosumona A (25) Citotoxica Bashyal (2005)
globosum (Ephedraceae) Globosumona B (26)
Cytospora sp. Conocarpus erecta Citosporona D (27) Antibacteriana Brady (2000 a;b)
(Combretaceae) Citosporona E (28)
Citoskirina A (29) Antitumoral
Hormonema sp. Juniperus Enfumafungina (30) Antiftiingica Pelaez et al. (2000)
communis
Nodulisporium sp. Naio relatada Acido nodulisporico A Inseticida Ondeyka et al.
@31 (1997)
Penicillium sp. Prumnopitys andina | Peniprequinolona (32) Citotoxica Schmeda-
(Podocarpaceae) Gliovictina (33) Nematicida Hirschmann et al.
(2005)
Kusano et al. (2000)
Phoma Citrus sp. Melleina (34) Fitotoxica Parisi et al. (1992)
tracheiphilla (Rutaceae)
Trichoderma Camptotheca Camptotecina (35) Anticancerigena Puet. al. (2013)
atroviride acuminata
(Nissaceae)

Fonte: quadro adaptado de Gunatilaka (2006)



Figura 6 - Esqueletos quimicos das moléculas isoladas de fungos citadas na tabela 1
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Segundo Alvin, Miller e Neilan (2014) o uso de fungos endofiticos para o isolamento
de compostos biologicamente ativos em detrimento ao uso das plantas possui trés vantajens:

- em alguns casos, dependendo da molécula de interesse, ¢ menos oneroso quando comparado
a cultura de células vegetais, tendo em vista que este requer um tempo maior para o
estabelecimento de protocolos. Isso ocorre devido as dificuldades existentes no processo de
assepsia dos explantes devido a presenga de micro-organismos (fungos e bactérias). A
contamina¢do dos explantes ¢ um sério problema porque, além de competirem pelos
nutrientes, alguns deles produzem toxinas que influenciam o processo de regeneracdo do
explante (ANDRADE, 2002).

- evita a exploracdo irracional das plantas que produzem a molécula-alvo podendo minimizar
o perigo de extingdo de algumas espécies vegetais, as quais sdo coletadas para a extracdo de
produtos medicinais. Do ponto de vista ecoldgico, é extremamente importante a descoberta de
fontes microbianas produtoras de farmacos de alto valor agregado, porque na maioria das
vezes as moléculas de interesse sdo produzidas em quantidades reduzidas por espécies
vegetais. Os endofitos apresentam-se como uma perspectiva muito importante para garantir a
preservagdo destas espécies, mantendo a produgdo de compostos que garantam a vida de
pessoas afetadas por inimeras doengas (NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

- podem produzir uma quantidade maior da molécula-alvo permitindo o processamento em
grande escala como Pu et al. (2013) realizaram com a camptotecina'. Eles isolaram o
endofitico Trichoderma atroviride de Camptotheca acuminata com o objetivo de avaliar seu
potencial quanto a produgdo de camptotecina. Apds varios testes, obtiveram uma maior
produgdo da molécula quando otimizaram o processo para 12 dias de incubagdo em meio
SAB (Sabouraud Dextrose Broth) com pH em torno de 6,0, sob a temperatura de 37° C a 150
rpm.

Deste modo, ¢ importante destacar que, assim como nos vegetais, a produgdo dos
metabolitos em fungos varia de acordo com as condigdes ambientais a que eles estdo
expostos. Exemplo disso € o uso do Aspergillus niger para a produgdo de acido citrico
(DEACON, 2006). Quando este ¢ colocado em meio de cultivo enriquecido com agucar
facilmente metabolizado (20% ou mais) e com quantidades de fosfato e nitrogénio suficientes
apenas para manter seu crescimento, ele converte 80% ou mais deste agticar em acido citrico.

O produto ¢é exportado da célula e acumulado no meio de cultura resultando em um ambiente

! Camptotecina ¢ um alcaloide pentaciclico isolado inicialmente de Camptotheca acuminata (Nissaceae) usada
no tratamento do cancer. E a terceira droga anticdncer mais vendida no mercado ficando atras apenas do taxol e
da vinblastina.
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com pH em torno de 3,0 ou menos, perfeitamente toleravel para este fungo. Por outro lado,
quando submetido a um crescimento com nutrientes e pH normais, o fungo passa a produzir
acido itaconico pela oxidagdo direta da glicose pela enzima glicose oxidase. Ambos os
produtos sdo utilizados pela industria alimenticia.

Além desses beneficios, pode-se considerar também a possibilidade de sintese
orgénica in vitro de substancias com alta complexidade estrutural. Santos (2003) afirma que a
produgdo in vitro de enzimas codificadas por transferéncia genética da planta para o fungo,
pode ser uma ferramenta util para a biotransformagdo de substratos levando a substancias
analogas e produtos naturais bioativos. Isso seria muito importante para estudos de relagdo

estrutura-atividade biologica de substancias de alta complexidade estrutural.

2.3 Minquartia guianensis Aubl.

Segundo Sleumer (1984) ha apenas uma espécie do género Minquartia e as espécieis
listadas a seguir s@o consideradas sinonimias botanicas: Minquartia macrophylla Ducke,
Minquartia parvifolia A.C. Smith, Minquartia punctata (Radlk) Sleumer, Eganthus poeppigii
V. Teigh, Endusa puntacta Radlh e Secretania loranthaceae M.Arq (CAMARGO; FERRAZ,
2004).

A ocorréncia geografica de Minquartia guianensis Aubl. estd associada as florestas
neotropicais. A espécie se distribui das terras baixas a 1000 m de altitude, em solos arenosos
ou argilosos, em regides com precipitacdes anuais que variam de 2500 a 6500 mm e
temperaturas de 24 °C a 35 °C. Na América Central esta distribuida ao longo da Nicaragua,
Costa Rica e Panama e em algumas ilhas do Caribe. Na América do Sul ocorre nas Guianas,
Suriname, Colombia, Venezuela, Equador, Peru, Bolivia e Brasil. No Brasil, a espécie é
encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Roraima, oeste do Para e Amapa ocorrendo em
florestas maduras ou secundarias tanto de terra firme, como nas florestas periodicamente
inundadas (FLORES 2002; LORENZI 1998; SLEUMER 1984; SALAZAR; SOIHET;
MENDEZ, 2000).

M. guianensis (figura 7) é considerada uma espécie importante devido ao grande valor
econdmico de sua madeira. O tronco ¢ comumente empregado como poste de luz e nas
estruturas das casas, devido a sua resisténcia aos cupins. As cascas de M. guianensis s&o
usadas por indigenas da regido amazonica como medicinal e como veneno para pesca
(RIBEIRO et al., 1999). Algumas populagdes indigenas do Equador usam a infusdo das
cascas no tratamento de infec¢des intestinais, dores musculares, irritagdes cutaneas, cancer de

pulméo e tuberculose.
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A exploragdo descontrolada da madeira tem levado populagdes de Minquartia ao
declinio e a extingdo da mesma ja ¢ esperada em algumas regides ribeirinhas do Peru
(NEBEL, 2001).

Figura 7 - Minquartia guianensis A. Visdo geral da arvore B. Detalhes do tronco C.
Folhas

Fonte: Camargo (2011)

Marles, Farnsworth e Neill (1989) isolaram o poliacetileno citotoxico o acido (-)-17-
hidroxi-9,11,13,15 octadecatetrainoico (36), também conhecido como acido minquartinoico.
Ele foi obtido a partir do fracionamento do extrato cloroformico de onde se obteve atividade
citotoxica frente a células de leucemia linfocitica P-388.

Um estudo realizado por Rasmussen et al. (2000) com as cascas do caule de M.
guianensis coletadas no Equador também isolou o acido minquartindico, mas dessa vez o
composto foi submetido a um ensaio diferenciado demonstrando atividade moderada em
ensaio in vitro frente ao Plasmodium falciparum e Leishmania major agentes etiologicos da
malaria e leishmaniose, respectivamente.

Cursino et al. (2008) realizaram um estudo onde foram testados os extratos
diclorometanico e metandlico dos galhos de M. guianensis contra fungos filamentosos

dermatofiticos (Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gipseum,



23

Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans), fungos filamentosos ndo
dermatofiticos (Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum, Fusarium e Scytalidium)
e leveduriforme (Candida albicans). Os resultados apresentaram significativa atividade
antifiingica para todos os fungos filamentosos dermatofiticos testados.

Cursino et al. (2009) descreveram o isolamento dos triterpenos lupeol (37), taraxerol
(38), lupen-3-ona (39) e esqualeno (40) obtido do extrato diclorometanico das folhas de M.
guianensis (figura 8). Estes terpendides foram isolados através de técnicas cromatograficas e
identificados utilizando Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de °C. Na literatura
disponivel, estes foram os primeiros relatos destes triterpenos em M. guianensis.

Cursino (2011a) em outro trabalho também isolou o acido minquartindico sugerindo
este como sendo o responsavel pelo potencial antifingico contra o patogeno Cryptococcus
gattii. Cursino et al. (2011b) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de M. guianensis
frente as bactérias Gram-negativas (Shigella flexneri MOOT, Salmonella choleraesuis 6958,
Escherichia coli E2348/69) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus 33591 resistente a
Staphylococcus aureus 25923 sensivel a meticilina, Bacillus cereus 9634, Bacillus
liquefaciens). O extrato que obteve maior desempenho de inibigdo sobre a maioria dos micro-
organismos testados foi o de DCM da folha. Desse extrato ja haviam sido isolados quatro
triterpenos (CURSINO et al., 2009) mas ndo foi possivel testar as substancias isoladas devido
a pequena quantidade das mesmas.

Camargo (2011) também avaliou a atividade antibacteriana dos extratos das cascas,
galhos e folhas frente as bactérias Gram-positivas Streptococcus mutans e Staphylococcus
aureus, Gram-negativa E. coli e avaliou a atividade antifugica sobre Candida albicans. Os
extratos hexanicos das folhas e galhos de M. guianensis mostraram-se ativos frente a S.
aureus e o extrato metandlico do galho foi ativo frente a C. albicans por meio da técnica de
difusdo em agar. Por meio do método de microdiluigdo apresentaram CIM (concentragdo
minima inibitoria) superior a 1 mg/mL para S. aureus, S. mutans e C. albicans. Os extratos de
M. guianensis foram inativos contra E. coli.

Os compostos (38), (40) e o acido oleandlico (41), isolados dos extratos
diclorometéanicos de folhas e galhos de M. guianensis, foram testados contra o Plasmodium
falciparum. Dentre os compostos testados, o (41) apresentou melhor atividade demonstrando
assim um possivel potencial para o desenvolvimento de um novo antimalarico (CURSINO et

al.,, 2012).



Figura 8 - Substancias isoladas de M. guianensis
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Obter substéncias de interesse biotecnologico de fungos endofiticos de Minquartia guianensis

Aubl. (Olacaceae).

3.2 Especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e toxica de extratos obtidos de fungos

endofiticos de M. guianensis.

- Fracionar os extratos ativos ou aqueles que apresentam indicios de produgdo de substancias

com esqueletos quimicos variados.

- Isolar e identificar as substancias quimicas presentes nos extratos fingicos selecionados.
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**Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

Resumo

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam no interior dos vegetais sem lhe causar
danos. Nas ultimas décadas muitos estudos tém sido realizados visando a prospec¢do de
fungos endofiticos capazes de produzir substincias biologicamente ativas, tais como
alcaloides, esteroides, isocumarinas, terpenos e outras classes quimicas. Assim, este trabalho
teve como objetivo caracterizar quimicamente os extratos brutos de Neosartorya hiratsukae,
isolado e identificado da folha de Minquartia guainensis Aubl. Olacaceae, bem como avaliar
as atividades antimicrobiana e de toxicidade frente a Artemia salina. Folhas de M. guianensis
foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke e submetidas ao processo de
desinfestacdo. Posteriormente, seus fungos endofiticos foram isolados e purificados. Dos
fungos isolados, N. hiratsukae foi selecionado para estudo. Ele foi incubado por 25 dias em
caldo BD em shaker a 120 rpm sob a temperatura de 30 °C. Os extratos brutos foram
extraidos com solventes orginicos (DCM, AcOet ¢ MEOH) e submetidos aos métodos de
CCDC, CC e RMN de 'H. Os extratos brutos ndo apresentaram atividade biologica para
nenhum dos testes biologicos. O perfil quimico obtido por CCDC e CC e RMN de 'H indicou
a presenca de terpenos, compostos aromaticos e triglicerideos. Este € o primeiro registro de
bioprospeccao de fungos endofiticos em M. guianensis.

1 INTRODUCAO

Fungos endofiticos!"!

sdo micro-organismos que habitam o interior dos tecidos
vegetais, sem, aparentemente, causar qualquer efeito negativo aos seus hospedeiros. O
interesse da comunidade cientifica se voltou para esses micro-organismos a partir da
descoberta do potencial destes na producdo de metabdlitos secundarios que compreendem
uma diversa gama de estruturas incluindo alcaloides, esteroides, isocumarinas, terpenos e
outros diversos grupos estruturais’”. A bioatividade destes compostos tem sido comprovada
contra células cancerigenas, bactérias e fungos patogénicos e contra parasitas eucarioticos
como aqueles causadores da malaria B4,

As espécies de Arpergillus sdo bem comuns em diversos ambientes. Estdo entre os
mais bem-sucedidos grupos de fungos, possuindo importantes papeis na natureza ¢ na
economia da sociedade. Além disso, sdo responsaveis por produzir numerosas enzimas
extracelulares, 4cidos organicos, e sdo capazes também de produzir metabolitos secundarios

de interesse biotecnologico como a lovastatina e inibidores da colecistoquinina e

neuroquinina, antifingicos, etc. Algumas espécies comportam-se também como patégenos
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causando as aspergiloses. Aspergilose ¢ o nome dado a todas as doencas em animais causadas
pelo crescimento de qualquer individuo membro deste género ),

Neosartorya hiratsukae € um fungo pertencente ao filo Ascomycota (Fungi; Dikarya;
Ascomycota) sendo considerado um teleomorfo de Aspergillus se¢do Fumigati. Foi descrito
pela primeira vez por Udagawa, Tsubouchi, e Horie em 19917 quando foi isolado do ar e de
suco de aloe pasteurizado. Espécies teleomorficas pertencentes ao grupo de Aspergillus secao
Fumigati foram organizadas no género Neosartorya por Malloch & Cain (1972). A secio
Fumigati inclui mais de 20 espécies de Neosartorya e 10 espécies anamorficas ).

N. hiratsukae tem sido registrado como causador de arpergilose cerebral e peritonite

[10-12]

em humanos bem como agente etiologico de dermatite em outros animais . Estudos

1 caracterizaram os avenaciolideos como sendo

quimicos realizados por Samson et al. (2007)
as moléculas majoritarias produzidas por este fungo. Avenaciolideo é uma substincia
insolivel em agua que possui atividades bioldgicas interessantes como antifungico,
antibacteriano e agente inibidor do transporte de glutamato na mitocéndria ',

Espécies de Neusartorya produzem estruturas de resisténcias denominadas de
ascosporos que sdo frequentemente encontradas em alimentos'. Fungos deste género tém
sido pouco estudados quanto a produgio de metabolitos secundarios '), principalmente
quando estes sdo isolados como endofiticos de plantas tropicais.

N. udagawae isolado da planta Aricennia marina produziu cinco compostos
pertencentes ao grupo dos alcaloides inddlicos, sendo que dois (neosatoriadinas A e B)
apresentaram alta atividade bioldgica frente ao virus influenza A (HIN1) "% De N. spathulata
foi isolada a substdncia mangostina 3-sulfato que apresentou forte atividade contra o

U7 O extrato bruto de N. aureola apresentou atividade

Mycobacterium tuberculosis
antifingica frente ao F. verticillioides. Apos o fracionamento foi possivel isolar as substincias
fiscalina e os analogos de triptoquivalina e fumiquinazolina ") Tanto N. udagawae, quanto
N. spathulata e N. aureola foram isolados como endofiticos.

Tendo em vista o potencial de substincias bioativas oriundas do género Neosartorya,
o presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo quimica dos extratos brutos

de N. hiratsukae, isolado das folhas de M. guianensis Aubl. (Olacaceae), bem como suas

respectivas atividades biologicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e identificacio do fungo

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus, AM nas
coordenadas 2°55°24.69” S 59°58°26.12” W. Uma exsicata foi depositada no herbario do Inpa
com o numero de registro 261555. Foram utilizadas as folhas de M.guianensis para isolar o
fungo N. hiratsukae. Para isso, as folhas foram levadas a cdmara de fluxo laminar onde

19201 " As folhas lavadas foram seccionadas em

realizou-se o processo de desinfestagiol
pedacos com cerca de 1 cm e inoculados em 5 placas de Petri contendo meio de cultivo BDA
(Batata Dextrose Agar) e 5 placas contendo meio SAB (Saboraud Agar) acrescidas com
antibiotico (Oxitetraciclina 125 pg/mL). Em cada placa foram inoculados 5 fragmentos de
folhas ¢ as mesmas foram armazenadas em BOD a 30 °C por sete dias. O crescimento dos
fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados até a obtengdo das linhagens
puras. As cepas foram preservadas em frascos com agua destilada estéril — método Castellani
— armazenadas em temperatura ambiente e em microtubos com caldo estéril e glicerol a 20 %
em ultrafeezer a - 80 °C % A identificagdo do fungo foi realizada através da analise da

regido ITS conforme a metodologia descrita por White et al. (1990). *!!

2.2 Cultivo e obtencao dos extratos

O fungo foi cultivado em 250 mL de meio liquido Sabouraud (SAB) com acréscimo de 0,2 %
de extrato de levedura em frascos erlenmeyer de 500 mL em oito repetigoes. Os frascos
foram mantidos em incubadora shaker sob a temperatura de 30 °C a 120 rotagdes por minuto
(rpm) durante 25 dias. Decorrido o tempo de crescimento, o micélio e o caldo fermentado
foram separados por meio de filtragdo a vacuo de onde se obteve a massa micelial e o caldo
fermentado (meio metab(')lico)m]. Para a obtengdo dos extratos dos micélios foram utilizados
solventes organicos com polaridade crescente como o diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH) sendo realizadas 3 extragdes para cada solvente utilizando o
ultrassom por 20 minutos. Os extratos dos caldos fermentados foram obtidos por extragao
liquido-liquido com DCM e AcOEt. Tanto os extratos do micélio como do caldo fermentado,
foram concentrados em evaporador rotatorio a 45°C, e posteriormente pesados em balanga de

precisdo analitica.

2.3 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
Os extratos foram analisados por CCDC afim de obter informagdes sobre as classes quimicas

presentes. Com auxilio de capilares, aliquotas dos extratos brutos foram aplicadas em placas
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cromatograficas de silica — PF 254 e onde foram utilizados diferentes sistemas de eluigdo [**).

Apods a selecdo do sistema de eluigdo mais eficiente, as placas cromatograficas foram
observadas sob a luz ultravioleta (revelador fisico) nos comprimentos de onda (1) 254 e 365
nm. Em seguida as placas foram borrifadas com reveladores quimicos como: sulfato cérico

(Ce(SO4)), cloreto férrico (FeCls) e Reagente de Dragendorff 242! |

2.4 Cromatografia em coluna (CC)

Dos extratos obtidos a partir do fungo N. hiratsukae foram selecionados o extrato DCM, a
fase DCM (obtida a partir da extragdo liquido-liquido) ¢ o extrato AcOEt para o
fracionamento em coluna aberta. O fracionamento do extrato DCM resultou em 20 fragdes.
Essa amostra (17 mg) foi fracionada em coluna aberta (12 cm de altura e 0,4 cm de didmetro)
de silica gel 60 (1,36 g, particulas de 230-400 mesh — Sigma Aldrich), usando gradiente de
MeOH em DCM (DCM 100%, DCM/MeOH 99:1, 98:2, 97:3, 95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1). O
volume de cada sistema de elui¢do adicionado a coluna foi de 10 mL. O fracionamento da
fase DCM resultou em 41 fragdes. Esta amostra (94 mg) foi fracionada em coluna aberta (21
cm de altura e 1,0 cm de didmetro) de silica gel 60 (7,76 g, particulas de 230-400 mesh —
Sigma Aldrich), usando os mesmos sistemas listados para extrato DCM. O fracionamento do
extrato AcOEt resultou em 53 fragdes. Esta amostra (168 mg) foi fracionada em coluna aberta
(21 cm de altura e 1,0 cm de diametro) de silica gel 60 (13,44 g, particulas de 230-400 mesh —
Sigma Aldrich), usando gradiente de AcOEt em DCM (DCM 100%, DCM/AcOEt 95:5, 9:1,
85:15, 8:2, 1:1), AcOEt 100% e MeOH 100%. O volume de cada sistema de eluigdo

adicionado a coluna foi de 100 mL.

2.5 Testes bioldgicos

2.5.1 Atividade antibacteriana

Para o teste de atividade antibacteriana foi utilizado o método de microdilui¢do em placa de
96 pocos. As amostras foram pesadas e solubilizadas em DMSO para obter a concentragdo
final de 1 mg/mL. As amostras foram testadas frente as bactérias patogénicas humanas:
Escherichia coli (ATCC 11775), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) [28-29]

2.5.2 Atividade toxica frente a Artemia salina
Os testes para verificar a possivel atividade toxica sobre o microcrustaceo Artemia salina
foram realizados em triplicata de cada uma das amostras testadas, nas concentragdes de 1000,

500 e 100 pg/mL conforme metodologia de Meyer (1982) ! adaptado por Cechinel et al.,
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(2003) B A determinagdo da toxicidade foi realizada através do percentual (%) de

mortalidade das larvas.

2.5.3 Atividade antifiingica

Para o teste de atividade antifiingica foram utilizados o Cryptococcus gattii e a Candida
albicans obtidos de amostras clinicas e pertencentes a Colecdo de Microrganismos de
Interesse Médico do Inpa. A metodologia utilizada foi a determinada pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27A2 B2, O teste foi realizado em 10 concentragdes
(0,800, 0,400, 0,200, 0,100, 0,050, 0,025, 0,012, 0,006, 0,003, 0,001 mg/mL) tendo como
controle positivo a Anfotericina B (16 pg/mL). A leitura da atividade antifingica foi

determinada apds 48 e 72 horas (C. albicans e C. gattii respectivamente).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos que apresentaram reacdo positiva para terpenos e fluorescéncia nos
reveladores fisicos foram fracionados. As fluorescéncias visualizadas no A 365 nm (Figura 1)
do extrato e fase DCM e extrato acetato indicaram a presenga de moléculas com duplas
ligagdes conjugadas e/ou substincias aromaticas. Observou-se a presenga de substincias
caracteristicas de terpenos, por revelar com Ce (SOj), (coloragdo roxa). Quando estes extratos
foram revelados com FeCl; e Reagente de Dragendorff verificou-se a auséncia de compostos

aromaticos e ]alcaloides\.

Figura 1 - CCDC dos extratos brutos de N. hiratsukae escolhidos para fracionamento (A).
Extrato diclorometanico (B). Fase diclorometanica (C). Extrato acetato

"

De um modo geral, os espectros de RMN de 'H (Figura 2) dos extratos brutos

9:1

DCM/ MeOH ‘

DCM/ MeOH
9:1
DCM/ MeOH
9:1

selecionados para fracionamento ’apresentaram sinais na regido de hidrogénios metilicos,

metilénicos e também na regido de aromaticos \a presenca de substancias com hidrogénios em

[LC1] Comentario: Verificar trabalhos
que usaram o0 mesmo método de triagem de
substancias. Considerar tbm os pros e os
contra de se utilizar este método. Por que
n3o usar hplc?

. , 1. P P . ., L. 6-
cadeias aciclicas alifaticas, alifaticas mono e dissubstituidas, alquenos e aromaticos (36-37].

[LC2] Comentario: Se quiser comentar
a presenga de terpenos e também
flavonoides ou outras substancias também
seria interessante...
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Algumas substincias quando minoritarias na amostra, podem nio ser reveladas mesmo
na presenca de reveladores quimicos especificos quando analisados por CCDC B33 No caso

deste trabalho, ndo houve revelagdo com reagente de Dragendorff pela auséncia de alcaloides

nas amostras testadas.

Figura 2 - Espectro de RMN de 'H dos extratos brutos de N. hiratsukae (CDCls, 300
MHz) (A). Extrato diclorometanico (B). Fase diclorometanica (C). Extrato acetato
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Tal analise feita por este reagente nas placas de CCDC pdde ser confirmada também
pelos espectros de 'H onde ndo foram encontrados sinais caracteristicos de alcaloides
(deslocamentos de 8,0 a 9,0 ppm). Em contraste ao obtido nesse trabalho, Yu et al., (2016) '
isolou de N. udagawae (endofitico de Aricennia marina) 5 compostos pertencentes ao grupo
dos alcaloides inddlicos, sendo que dois (neosatoriadinas A e B) apresentaram alta atividade
bioldgica frente ao virus influenza A (HIN1).

Poucos sdo os registros de bioprospec¢do com espécies de Neosartorya isolados de
plantas, mas endofiticos de outros géneros demonstraram a capacidade de produzir
metabolitos secundarios bioativos. Li et al (2012) ®* isolaram 36 metabélitos secundarios de
Aspergillus fumigatus (anamorfo de Neosartorya) de onde foram obtidas 16 moléculas com
potente atividade antifingica. De Penicillium citrinum foram isolados dois policetideos
inéditos com potente atividade citotoxica frente a linhagem L5178Y causadora de linfoma 4.

No espectro da figura 2B podem ser visualizadas regides com picos referentes a
hidrogénios aromaticos (deslocamentos em torno de 7 ppm). Esses hidrogénios sdo mais
deslocados devido ao fendmeno de desprotecdo causado pela disposicdo da molécula em
formato de anel *®*7). Isso significa que a amostra possui substincias que apresentam anel
aromatico, porém as mesmas encontram-se em baixa concentragdo, nao sendo suficiente para
ser evidenciada por CCDC quando utilizado o revelador FeClj,

As analises das CCDC reveladas com Ce(SOy), indicaram a possivel presenca de
terpenos. Ao analisar os trés espectros de N. hiratsukae foi possivel verificar a existéncia de
hidrogénios de terpenos em todas as amostras. Indicios da presenca de terpenos nos espectros
de RMN de 'H podem ser observados quando ha sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos no deslocamento entre 0,7 e 2,0 ppm e a presenca de ligagdo dupla isolada entre 5 e
6 ppm (381,

No espectro de RMN de 'H da fragdo 6 do extrato acetato (Figura 3) foi observada a

presenca de sinais caracteristicos de triglicerideos (protons gliceridicos 4,05-4,40 ppm) %),
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Figura 3 - Espectro de RMN de 'H da fragdo 6 do extrato acetato (CDCls, 300 MHz)

490_Fo_SB1_C3_2.001.001.1resp

5

Norm aized Intensity

Para Chapla (2014) Y a producio dessas substncias ¢ bastante interessante, pois em
estudos prévios foram isolados triglicerideos que apresentaram atividade biologica contra
Mycobacterium tuberculosis. Fungos produtores de triglicerideos também té€m sido estudados
sobre o enfoque da produgio de biodiesel '/,

Quanto aos testes bioldgicos as amostras ndo tiveram atividade frente as as cepas de
bactérias testadas. Os resultados do teste de toxicidade frente a 4. salina demonstraram que os

extratos na maior concentragdo (1000 pg/mL) ndo foram toxicos.

4 CONCLUSAO
No presente trabalho foi possivel constatar que os extratos brutos de N. hiratsukae

apresentaram indicios da presenca de triglicerideos, terpenos e compostos aromaticos. Porém,
ndo possuem atividade antimicrobiana contra as bactérias e fungos testados. E ndo houve
indicios de toxicidade frente a 4.salina de nenhum dos extratos testados. Mas enfatiza-se que
este € o primeiro registro de bioprospecgdo de Neosartorya como endofitico em uma espécie

da familia Olacaceae.
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EXTRATOS BRUTOS DE Diaporthe hongkongensis (Gomes,
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**Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

Resumo

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam no interior dos vegetais sem lhe causar
danos. Nas ultimas décadas muitos estudos tém sido realizados visando a prospec¢do de
fungos endofiticos capazes de produzir substincias biologicamente ativas, tais como
alcaloides, esteroides, isocumarinas, terpenos e outras classes quimicas. Assim, este trabalho
teve como objetivo caracterizar quimicamente os extratos brutos de Neosartorya hiratsukae,
isolado e identificado da folha de Minquartia guainensis Aubl. Olacaceae, bem como avaliar
as atividades antimicrobiana, e de toxicidade frente a Artemia salina. Folhas de M. guianensis
foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke e submetidas ao processo de
desinfestacdo. Dos fungos isolados, Diaporthe hongkongensis foi selecionado para estudo. Ele
foi incubado por 20 dias em PD e 25 dias em SB em incubadora shaker a 120 rpm sob a
temperatura de 30 °C. Os extratos brutos foram extraidos com solventes organicos e
analisados por CCDC, CC ¢ RMN de 'H. O extrato DCM apresentou inibigdo de C. gattii nas
concentragdes de 0,8 e 0,4 mg/mL. O perfil quimico obtido por RMN de 'H indicou a
presenga de terpenos, compostos aromaticos e triglicerideos. Este é o primeiro registro de
bioprospecgdo de fungos endofiticos em M. guianensis na literatura.

1 INTRODUCAO

O género Diaporthe, anamorfo Phomopsis pertence ao filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidae, ordem Diaporthales,
familia Diaporthaceae (Rossman, Farr e Castleburry, 2007).

Espécies do género Diaporthe Nitschke (Phomopsis) tém sido descritas em uma ampla
gama de hospedeiros em todo o mundo e como um dos géneros mais frequentemente isolados
(Fischer et al., 1994; Shamon e Sieber 2000). Podem ser encontrados como fitopatogénicos de
importancia econdmica, endofiticos, saprofiticos e como patdogenos humanos e outros
mamiferos (Gomes, 2012, Rehner, Uecker, 1994; Rossman, Farr e Castleburry, 2007).

A espécie D. hongkongensis foi isolada do fruto de Dichroa febrifuga
(Hydrangeaceae) em 2002, mas foi identificada somente em 2012 (Gomes, 2012). Foi
encontrada como endofitica em Macrosolen cochinchinensis (Zou et al. 2015) e como
fitopatogena em parreiras na China, causando muitos prejuizos econémicos (Dissanayake et
al. 2015).

As descobertas de novos metabdlitos de fungos biologicamente ativos tém sido foco

da producdo cientifica em todo o mundo, incluindo novos antibidticos, agentes
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quimioterapicos e defensivos agricola. O género Diaporthe tem sido relatado como um género
em potencial para o uso na biotecnologia com varias descobertas importantes, incluindo novos
metabolitos fungicos estruturalmente significativos e fisiologicamente ativos (Gomes, 2012).

Estudos de bioprospecgdo com fungos deste género levaram ao isolamento de diversas
substancias com atividade biologica. Entre elas pode-se citar atividade antimalarica,
antimicrobiana (como o acido 3-nitropropidnico), antifiingica e citotdxica frente as linhagens
cancerigenas HepG2, MCF-7 e NCI-H187 (Kornsakulkarn et al., 2015; Lu et al, 2015;
Hussain et al., 2012). Todos os fungos que deram origem as atividades testadas foram
encontrados como endofiticos.

Segundo Petrini (1991) fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam o
interior dos tecidos vegetais, sem, aparentemente, causar qualquer efeito negativo aos seus
hospedeiros. O interesse da comunidade cientifica se voltou para esses micro-organismos a
partir da descoberta do potencial destes na producio de metabdlitos secundarios que
compreendem uma diversa gama de estruturas incluindo alcaloides, esteroides, isocumarinas,
terpenos e outros diversos grupos estruturais (RAMOS, 2008). A bioatividade destes
compostos tem sido comprovada contra células cancerigenas, bactérias e fungos patogénicos e
contra parasitas eucarioticos como aqueles causadores da malaria (WICKLOW et al. 2005;
WANG et al. 2002). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagido
quimica dos extratos brutos de D. hongkongensis, isolado das folhas de M. guianensis Aubl.

(Olacaceae), bem como suas respectivas atividades biologicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e identificacdo do fungo

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus, AM nas
coordenadas 2°55°24.69” S 59°58°26.12” W. Uma exsicata foi depositada no herbario do Inpa
com o numero de registro 261555. Foram utilizadas as folhas de M.guianensis para isolar o
fungo D. hongkongensis. Para isso, as folhas foram levadas a camara de fluxo laminar onde

18,19 .
191 As folhas lavadas foram seccionadas em

realizou-se o processo de desinfestagdol
pedacos com cerca de 1 cm e inoculados em 5 placas de Petri contendo meio de cultivo BDA
(Batata Dextrose Agar) e 5 placas contendo meio SAB (Saboraud Agar) acrescidas com
antibidtico (Oxitetraciclina 125 pg/mL). Em cada placa foram inoculados 5 fragmentos de
folhas e as mesmas foram armazenadas em BOD a 30 °C por sete dias. O crescimento dos

fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados até a obtengdo das linhagens
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puras. As cepas foram preservadas em frascos com agua esterilizada estéril — método
Castellani — armazenadas em temperatura ambiente e em microtubos com caldo estéril e
glicerol a 20 % em ultrafeezer a - 80 °C *!. A identificagdo do fungo foi realizada através da

analise da regido ITS conforme a metodologia descrita por White et al. (1990).

2.2 Cultivo e obtencio dos extratos

O fungo foi cultivado em dois meios de cultura diferentes. De cada meio liquido (SB e PD)
foram incubados 250 mL com acréscimo de 0,2% de extrato de levedura em frascos
Erlenmeyer de 500 mL em oito repeti¢des. Os frascos foram mantidos em incubadora shaker
sob a temperatura de 30 °C a 120 rotagdes por minuto (rpm) durante 20 e 25 dias (PD e SB
respectivamente). Decorrido o tempo de crescimento, o micélio e o caldo fermentado foram
separados por meio de filtragdo a vacuo de onde se obteve a massa micelial e o caldo
fermentado (meio metabdlico) (SOUZA, 2006). Para a obtengdo dos extratos dos micélios
foram utilizados solventes organicos com polaridade crescente como o diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) sendo realizadas 3 extragdes para cada solvente
utilizando o ultra-som por 20 minutos. Os extratos dos caldos fermentados foram obtidos por
particdo liquido-liquido com DCM e AcOEt. Tanto os extratos do micélio como do caldo
fermentado, foram concentrados em evaporador rotatério e posteriormente pesados em

balanga de precisdo analitica.

2.3 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Os extratos foram analisados por CCDC para se obter informagdes sobre as classes quimicas
presentes. Com auxilio de capilares, aliquotas dos extratos brutos foram aplicadas em placas
cromatograficas de silica — PF 254 e onde foram utilizados diferentes sistemas de eluigdo
(LOPES, 2006). Apoés a selegio do sistema de eluicdo mais eficiente, as placas
cromatograficas foram observadas sob a luz ultravioleta (revelador fisico) nos comprimentos
de onda (A) de 254 e¢ 365 nm. Em seguida as placas foram borrifadas com reveladores
quimicos como: sulfato cérico (Ce (SOs),), cloreto férrico (FeCls), e cloreto de aluminio
(AICl;3) Reagente de Dragendorff (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1990; COSCIA, 1984;
SIMOES, 2007; WAGNER;BLADT;ZGAINSKI, 1984).

2.4 Cromatografia em coluna (CC)
Dos extratos obtidos a partir do fungo D. hongkongensis foi selecionado o extrato
diclorometanico (obtido do micélio crescido em SB) para o fracionamento em coluna aberta.

O fracionamento do extrato DCM resultou em 123 fragdes. Esta amostra (256 mg) foi
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fracionada em coluna aberta (36 cm de altura e 1,2 cm de didmetro) de silica (20,48 g,
particulas de 230-400 mesh — Sigma Aldrich), usando os sistemas: HEX/DCM 3:7, DCM
100%, DCM/MeOH 98:2, 95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1. O volume de cada sistema de eluicdo

adicionado a coluna foi de 100 mL.

2.5 Caracterizacgio estrutural

Apobs evaporagdo do solvente e analise por CCDC as fragdes 71-75 foram reunidas e
escolhidas para dar prosseguimento a caracterizagdo estrutural. Para identificacdo foram
utilizados métodos espectroscopicos (RMN de 'H, “C uni e bidimensional) e

espectrométricos (espectrometria de massa de alta resolugao).

2.5 Testes biolégicos

2.5.1 Atividade antimicrobiana

Para o teste de atividade antibacteriana foi utilizado o método de microdilui¢do em placa de
96 pocos. As amostras foram pesadas e solubilizadas em DMSO para obter a concentragdo
final de 1 mg/mL. As amostras foram testadas frente as bactérias patogénicas humanas:
Escherichia coli (ATCC 11775), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) (ELOFF, 1998;
CLSI, 2003).

2.5.2 Atividade antifingica

Para o teste de atividade antifiingica foram utilizados o Cryptococcus gattii e a Candida
albicans obtidos de coletas clinicas e pertencentes a Colecdo Micologica do Inpa. A
metodologia utilizada foi a determinada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI) M27A2 B O teste foi realizado em 10 concentragdes (0,800, 0,400, 0,200, 0,100,
0,050, 0,025, 0,012, 0,006, 0,003, 0,001 mg/mL) tendo como controle positivo a Anfotericina
B (16 pg/mL). A leitura da atividade antifungica foi determinada apds 48 e 72 horas (C.

albicans e C. gattii respectivamente).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas placas de CCDC (figura 1) podem ser visualizados os extratos provenientes dos

dois caldos.
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Figura 1 - Placas de CCDC dos extratos brutos. Da esquerda para a
direita: extrato DCM, fase DCM, extrato AcOet, fase AcOet, extrato
metanolico. Meios liquidos PD = potato dextrose; SB = Saboraud
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Todos os espectros obtidos por extragdo liquido-liquido foram comparados com o
branco (meio de cultivo sem inoculagdo de fungo) e ndo apresentaram sinais semelhantes,
evidenciando que os sinais observados sdo provenientes da produgdo metabolica dos fungos.

De um modo geral, os espectros de RMN de 'H (Figura 2-6) dos extratos brutos
apresentaram sinais na regido de hidrogénios metilicos, metilénicos e também na regido de
aromaticos a presenca de substancias com hidrogénios em cadeias aciclicas alifaticas,
alifaticas mono e dissubstituidas, alquenos e aromaticos B¢,

As analises das placas de CCDC reveladas com Ce (SO4), indicaram a possivel
presenga de terpenos. Ao analisar os espectros das figuras de 2, 4, 5 e 6 foi possivel verificar a
existéncia de hidrogénios de terpenos. Indicios da presenga desta classe nos espectros de

RMN de 'H podem ser observados quando ha sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos

no deslocamento entre 0,7 ¢ 2,0 ppm e a presenca de ligagdo dupla isolada entre 5 e 6 ppm
[38]

No espectro de RMN de 'H da fragdo 6 do extrato acetato (Figura 3) foi observada a
presenga de sinais caracteristicos de triglicerideos (prétons gliceridicos 4,05-4,40 ppm) P,
De modo geral, foi possivel perceber que, mesmo em meios de cultura e dias de incubagdo

diferentes, o  fungo  permaneceu  produzindo os  mesmos  metabolitos.
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Figura 2 - Espectro de RMN de 'H dos extratos brutos do fungo D. hongkongensis (CDCls, 300 MHz) A. Extrato diclorometanico (PD) B. Extrato
diclorometanico (SB)
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Figura 3 - Espectro de RMN de "H dos extratos brutos do fungo D. hongkongensis (CDCl3, 300 MHz) A. Fase diclorometanica (PD) B. Fase
diclorometanica (SB)
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Figura 4 - Espectro de RMN de 'H dos extratos brutos do fungo D. hongkongensis (300 MHz) A. Extrato acetato (SB, CDCls) B. Extrato
acetato (PD, CDCl3)
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Figura 5 - Espectro de RMN de 'H dos extratos brutos do fungo D. hongkongensis (300 MHz, DMSOys) A. fase acetato (SB) B. Fase acetato
(PD)
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Figura 6 - Espectro de RMN de 'H dos extratos brutos do fungo D. hongkongensis (300 MHz, DMSOys) A. Extrato metanolico (SB) B.
Extrato metanolico (PD)
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Quantos aos testes biologicos o resultado do teste de atividade antifingica evidenciou
que somente o extrato DCM (SB) foi capaz de inibir, nas concentragdes de 0,8 e 0,4 mg/mL, o
crescimento de C. gattii. Nenhuma das amostras testadas foi capaz de inibir o crescimento de
C. albicans.

Zanardi et al. (2012) também verificaram a atividade antifingica de Phomopsis
cassiae (endofitico de Cassia spectabilis) frente aos fungos patogénicos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. Os sesquiterpenos isolados deste fungo
inibiram o crescimento dos patogenos na concentragdo de 0,05 mg/mL. Igualmente Krohn et
al. (2011), obtiveram resultados significativos de atividade antifugica frente ao Microbotryum
violaceum da substancia phomosina A isolada de Phomopsis sp (endofitico de Ligustrum
vulgare). Deste modo, os fungos associados a espécies vegetais sdo promissoras fontes na
busca por novos metabolitos secundarios com atividade antifungica.

O extrato e fase acetato (SB) apresentaram um percentual de mortalidade de 93% e
86%, respectivamente frente ao teste toxico sobre 4. salina. No entanto, em concentragdes
inferiores (500 e 100 pg/mL) os extratos ndo foram mais toxicos.

Os resultados do teste de atividade antimicrobiana estdo descritos na tabela 1. O
extrato 10 na maior concentragdo inibiu 100% do crescimento de P. aeruginosa enquanto que
o extrato 8 inibiu 87,3 %. Ja o extrato 2 teve uma porcentagem de inibicdo de 69%. Essas
mesmas amostras quando testadas em uma concentragdo menor (500 pg/mL), tiveram uma
reducdo significativa quanto a inibigao.

Diferente do que foi encontrado neste trabalho, Rao e Satish (2015) ao estudar o
extrato acetato de Phomopsis liquidambaris (endofitico de Cryptolepis buchanani) verificou
uma forte atividade antibacteriana frente a E. coli (25 pg/ml) seguido por Bacillus subtilis (50
png/ml) e P. aeruginosa (100 pg/ml). Também obtiveram atividade antifungica frente a C.
albicans (100 pg/ml). Os pesquisadores atribuiram a atividade a molécula denominada de
oblongolideo Y.

De igual modo, Tong et al. (2014) analisando o extrato acetato de Phomopsis sp.
verificou amplo espectro de agdo do mesmo obtendo atividade inibitéria tanto de bactérias
quanto de fungos, com concentragdes de 31.25 a 250 pg/mL. Analises espectroscopicas
mostraram que a composi¢do quimica da amostra contemplava constituintes como o acido
benzoico, lomustina e o 4cido penicilico.

Huang et al. (2015) isolaram 17 compostos de Phomopsis sp. (endofitico de Aconitum

carmichaelii) dentre os quais a hidroxivertixantona apresentou significativa atividade
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antimicrobiana frente & E. coli, B. subtilis, Pyricularia oryzae, e C. albicans com valores de
CIM de 256, 256, 128, e 64 pg/mL.

A capacidade dos fungos endofiticos de produzir substidncias que inibem fungos e
bactérias € ecologicamente viavel para seus hospedeiros, pois resulta em uma protecdo mais
completa de micro-organismos fitopatdgenos (Rao e Satish, 2015).

E perceptivel também a variabilidade de classes quimicas isoladas do género
Phomopsis. A manipulagdo das condi¢des de cultivo tem sido demonstrada como um fator de
impactos substanciais sobre a quantidade e diversidade na produg¢do de metabdlitos
secundarios (Molen et al., 2013).

O meio de cultura PD (4gar e/ou caldo) tem sido utilizado em varias pesquisas de
prospeccdo de substancias bioativas proveniente de fungos (Mandavi et al. 2015; Adein et al.
2011; Yashavanta et al. 2015; Rao e Satish, 2015; Huang et al. 2015). Além dele, outros
meios t€m sido utilizados como o YESB (yeast extract sucrose broth) (Tong et al. 2014),
BSA (biomalt solid agar) (Ahmed et al. 2011; Hussain et al. 2012), Czapek (Wu et al. 2012),
Saboraud e aqueles suplementados com arroz (Ronsberg et al. 2013; Li et al. 2015).

Neste trabalho foram utilizados os dois meios de cultura, porém, como visualizado no
espectro as substancias produzidas em ambos indicam ter as mesmas caracteristicas quimicas.
Isso sugere que este fungo, mesmo em meios quimicamente diferentes, pode produzir

substancias da mesma classe quimica.

Tabela 1 - Concentragdo minima inibitoria das amostras testadas frente a 4 bactérias
patogénicas humanas

% de inibicao

1000 pg/mL

EC SA PA KP
2 69,0 --- - ---
4 -35,5 - --- 18,8
8 --- -—- 87,3 ---
10 53,1 - 100 ---
12 --- --- ---
16 --- -—- 68,5 ---

EC — E. coli, SA — S. aureus, KP — K. pneumoniae, PA — P. aeruginosa. Amostras: 2 — extrato
diclorometanico (SB), 4 — extrato diclorometanico (PD), 8 — fase diclorometanica (PD), 10 — extrato acetato
(SB), 12 — extrato acetato (PD), 16 — fase acetato (PD)
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4 CONCLUSAO
O extrato DCM de D. hongkongensis (Phomopsis) foi capaz de inibir o crescimento de C.

gattii nas maiores concentragdes o que nos direciona para estudos mais aprofundados para
descobrir a (s) substancia (s) ativa (s) responsavel (eis) pela atividade. Este trabalho
demonstra o potencial dos fungos endofiticos de plantas tropicais na producao de substancias

com atividade bioldgica.
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