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RESUMO

A pesquisa dos fungos endofiticos, principalmerstgm@sentes em espécies tropicais, € um
campo inovador na descoberta de novos produtosa&@msn Nao havendo estudos a respeito
da microbiota endofitica da espécirola venosaa pesquisa em questdo proporciona
informacgBes tanto da hospedeira quanto de seusfitcm® isolados. O objetivo deste
trabalho foi investigar a atividade antimicrobianavaliar o potencial antioxidante de fungos
endofiticos isolados déirola venosae de seus extratos vegetais. Foi realizado onmmito e
caracterizacdo de fungos endofiticos de partesVdevenosa.Foi realizado screening
fitoquimico dos extratos vegetais, e foram invest@s compostos fendlicos e flavonodides
totais tanto nos extratos vegetais quanto nos ¢ésgPara isso, foram coletados na cidade de
Manaus — Amazonas (latitude: 8,058'S longitude: 5%8,459°'W), galhos, folhas e caule de
V. venosaanto para obtencdo dos extratos hexanicos, acé¢aetila e metandlico, quanto
para o isolamento dos fungos endofiticos. Forandabtl05 fungos isolados e distribuidos
em 16 grupos, considerando suas caracteristicagsommamfologicas que revelaram a
presenca de provaveis géneros cormbomopsis, Xylaria, Penicilliune leveduras. Nos
ensaios de atividade antioxidante resultados reptatsvos nos extratos brutos de caule
metanol com 84% de captura de DPPH, IC50 13,4 pgfolhas em metanol com 85% de
captura IC50 30 pg/mL e caule acetato de etila,apuesentou 84,1% de captura do radical
livre DPPH e IC50 igual a 34,73ug/mL. Os testes atigidade antimicrobiana foram
realizados utilizando como cepas teste as bactdétssherichia. coli, Pseudomonas
aureuginosaStaphylococcus aureuSnterococcus faecali® o fungoCandida albicansgdo
qual os extratos vegetais pertinentes ao caule AGOEolhas em metanol inibiram o
crescimento d®seudomonas aureuginosamaconcentragao de extrato bruto de folhas 500
ug/mL e caule em metanol a 125/pd.. Para os extratos fangicos, houve inibicdo de
Candida albicansa partir de 7,8 pgnL do extrato bruto do meio fermentado de um
Colletotrichium e 15,6 pugmL extrato bruto do micélio de urReniciullium ambos com
inibicdo fungistatica. E importante ressaltar que estudos aqui realizados mostram a
correlagéo entre os resultados da investigacacedssios, com a diversidade de fungos da
hospedeira e dos resultados dos seus extratosaiggbtiscando informacdes sobre o
potencial que os fungos endofiticos W@&ola venosapossuem e representam para a
biotecnologia.

Palavras - chaveVirola venosaFungosendofiticos, Antioxidante, Antimicrobiana



ABSTRACT

The research of endophytic fungi, especially thoresent in tropical species, is an innovative
field in the discovery of new drugs. There are tali®s on the endophytic microbiotéola
venosaspecies the research in question provides infeomdtom the host as from their
endophytic isolates. The objective of this studys wa investigate the antimicrobial activity
and evaluate the antioxidant potential of endoghigtngi isolated fromV. venosaand their
plant extracts. It was carried out the isolatiod aharacterization of endophytic fungus from
V.venosaparts. It has been investigated phenolic compouwemis flavonoids based on
previous phytochemical selection (Screening) exdra€ plants. For this, it was collected in
Manaus Amazonas (latitude: 3. 6,058°S longitude: 389459 W), branches, leaves and stem
V. venousoth to obtain the hexane extracts, ethyl acetademethanol, as for the isolation of
endophytic fungi. 105 isolates were obtained astriduted into 16 groups, considering their
macromorphological characteristics that reveal pinebable presence of genres such as
Phomopsis Xylaria, Penicillium and yeasts. In the antioxidant activity assaysessgnted
results in crude extracts stem methanol 84% DPdéituce, 13,4 pg/mL IC50, leaf methanol
85% capture IC50 30 pg/mL, stem ethyl acetate hawsns 84,1% of the free radical capture
and DPPH IC50 equal to 34,7ug/mL. The antimicrob@lvity tests were carried out using
as test strains the bacterigscherichia coli Pseudomonas aureugings&taphylococcus
aureus Enterococcus faecaliand Candida albicans which the relevant plant extracts of
leaves and stems in methanol inhibited the growithPseudomonas aureuginosat a
concentration of crude leaf extract 500 pg/ml inthmaol and stem 125 pg/ml. For fungal
extracts, there was inhibition @andida albicansfrom 7,8 pg/ml on a fermented crude
extract of aColletotrichiumand 15,6 pg/ml crude extract of mycelium d?eniciullium both
presented fungistatic reaction. It is importanpéant out that the studies conducted here show
the correlation between the results of the testisthe diversity of fungi existent on the host.
Also the correlation between the results of itsmplextracts. All of this with the intention of
seeking information about the potential that engtiphfungi of Virola venosahave for
biotechnology.

Key words: Virola venosaEndophytic fungi, Antioxidant, Antimicrobial
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1 INTRODUCAO

Diversidade biolégica ou biodiversidade pode sefindia como a variedade e
variabilidade existentes entre organismos vivos ecmplexidades ecoldgicas nas quais eles
ocorrem. Ela pode ser entendida como uma assoctgdarios componentes hierarquicos
como: ecossistemas, comunidades, espécies, popslacdgenes em uma area definida
(GUERRA & NODARI, 1999).

A biotecnologia em relacdo a saude compreende ugrakExploracdo tecnoldgica da
biodiversidade para resolver problemas de saudeodwem. Por isso qualquer que seja o
projeto de identificacdo, exploracdo e avaliacaobitaliversidade, deve seguir métodos
cientificos e procedimentos biotecnoldgicos esjmcigarticularmente aqueles associados
com a biologia celular, biologia molecular, biogiday fitoquimica, fitofarmacologia,
taxonomia classica, micologia, bacteriologia, bmi@nfisiologia de plantas e etnobotanica
(GARCIA,1995).

Dentre todas as ciéncias citadas acima podem g@stadadas uma gama de novos
produtos de importancia econbmica, tais como aliosnfitoterapicos, cosméticos e
fitofarmacos, originados dos recursos genéticossadesiodiversidade (NEWMAN &
CRAGG, 2007).

Ha milhares de anos a ciéncia busca nos produtibsai®g como metabdlitos de
plantas e venenos animais, resolucdes para divprsbtemas de saude humana. Distintos
produtos naturais, principalmente os derivados thntgs, foram a base de varios
medicamentos populares, tais como, por exemplepairza (acido acetil salicilico) derivada
da salicina, encontrada em diversas plantas da@&adix digitoxina um farmaco utilizado
como cardioténico e antiarritimico derivado dos atag Digitalis purpureae daDigitalis
ilanata; morfina farmaco de alto poder analgésico isoladpadir da resina d®apaver
somniferum;quinina um alcaldide com funcdes antitérmicasjnaaifiricas e analgésicas
isolada de diversas plantas do géréichona,e a pilocarpina alcaldide extraido das folhas
dePilicarpus microphyllusonhecida por obter efeito diaforético (BUTLER, 200

Resolucdes de problemas da saude humana tambérsranomatravés da descoberta
acidental da penicilina por Fleming em 1928, isalald fungoPenicillium notatum deu
inicio aos estudos investigativos dos fungos, ums fdntes mais prolificas de produtos
naturais. A partir desses micro-organismos, ocomeu grande avanco na area dos

antibioticos imunodepressores e medicamentos apiigicos (STROBEEt al, 2004).
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Os micro-organismos (fungos, bactérias entre outtdzados) desempenham um
papel fundamental na elaboracdo de novos prodwthsams que podem ser utilizados na
industria farmacéutica (humana, animal, alimentéiagricola). Os fungos encontrados no
interior de espécies vegetais, denominados fungdefiticos ou endoéfitos, apresentam um
enorme potencial na producdo de substancias ndvastévas (CHAPLA, 2013).

Micro-organismos endofiticos s6 receberam maiongde ha pouco mais de vinte
anos, quando foi verificado que eles podem desenapduncdes importantes no processo de
adaptacao da planta e podem produzir uma infinidedmetabdlitos, tanto priméarios quanto
secundarios, 0s quais apresentam diferentes ajpisdijotecnoldgicas (producdo de vacinas,
enzimas, antibidticos, antifingicos, anticancerdgg¢no que representa um mercado de
dezenas de bilhées de dblares em todo o mundo (EPEYS& ARAUJO, 2006).

A maior parte da riqueza conferida ao Brasil egtdulada & Amaz6nia considerada o
maior conjunto de florestas tropicais do planetstaEarea possui a mais rica variedade de
espécies vegetais e animais do mundo, as quaisit@nexploradas de forma inconsequente
e, por vezes, irreversivel, ocasionando uma dim@wiconsideravel no nimero de espécies
amazonicas (SILVERIO, 2004; FEARNSIDE, 2006).

Devido a alta biodiversidade existente em regiégsidais e o nivel de propriedades
pouco conhecidas, possivelmente ha inimeras espélge plantas, animais e micro-
organismos ainda por serem descobertas. (OLIVEERAD).

Levando-se em consideracdo os fatores citados ageraebe-se que as espécies
amazobnicas, sejam elas vegetais ou microbiolégipeesisam ser exploradas de forma
sisteméatica e sustentavel, a fim de que possamaer bem estudadas, gerando ciéncia a
ponto de estabelecer processos tecnoldgicos debii@ségica que beneficiem a sociedade,

sobretudo a Amazobnica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Myristicaceae

A Familia Myristicaceae é amplamente distribuiddagperegides tropicais e
subtropicais. Segundo Rodrigues (1980), o centraideibuicAo mundial dessa familia
pantropical é a Asia tropical, da india & Polinésigm da América e Asia, a familia esta
também representada na Africa e em Madagascar. Marida ela ocorre nos dois
hemisférios, desde o sul do México e Antilhas Meaa@té Bolivia e parte etentrional do Rio
Grande do Sul, no Brasil (BELOTA FILHO, 1994).

Caracterizada, principalmente, por apresentar qupse exclusivamente arvores
medianas, arvoretas e arvores de dossel, raramdnistos, a familia Myristicaceae pode ser
reconhecida, quando em estado vegetativo, por aguraracteristicas peculiares, como:
tronco com entrends bem definidos; casca do trogeando cortada ou ferida, exsudando
seiva avermelhada em geral abundante e translagidaem contato com o ar se oxida,
passando a vermelho (exceto éwsteophloeumWarb.); folhas coridceas, inteiras e sem
estipulas; peciolo profundamente canaliculadotaia alterna, distica (RIBEIR@t al,
1999).

Familia de distribuicdo consideravel em algumasgdesgconstitui-se num dos mais
importantes elementos da flora regional. Possujér&ros e 400 espécies. Segundo Belota
Filho (1994), a bacia amazbnica € o centro deiblisgdo da familia no continente sul-
americano, onde certas espécies sdo muito comassAMeéricas, a familia é representada
por cinco géneros endémicos, com aproximadamentesp8ciesVirola Warb. (45spp.),
IryantheraWarb.(24 spp.)Compsonewr Warb. (16 spp.QRtobaA. DC. Ex Karsten (7 spp.)

e OsteophloeuriVarb. (1 spp.).

2.1.1 Importancia econémica

Segundo Rodrigues (1980), desde o descobriment8rdsil, jA se dava valor a
algumas espécies de Myristicaceae, como plantaddtilora brasileira sob a denominagéo
indigena de “hiboucouhu”, “bicuiba” e “ucuuba”. enas mais conhecidas estao/a
surinamensise aV. sebifera pela producdo do comercialmente conhecido corebd‘de
ucuuba”, gordura proveniente das sementes destaécies, de emprego tecnoldgico
importante, ainda hoje, na saboaria e na produedelds. Esta gordura é formada de acidos

graxos saturados (caprico, laurico, miritico, p&buie estearico) e insaturados (oléico e
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linoléico). Dentre os componentes da gordura, assgmande importancia econémica a
trimiristina, um triglicerideo de elevado valor e@nfeccdo de cremes e sabdes para barba, ou
producdo de emoliente graxo em inumeros preparéatosacéuticos. Seu elevado preco
demonstra as necessidades industriais e refletie@sa procura para dar maciez e suavidade
nas férmulas de perfumaria e cosméticos.

As ucuubas ainda provam o seu elevado valor nafeitamms com a obtencédo da
laurina, um triglicerideo de especial poder nwitiA torta proveniente dos residuos do
material gorduroso apresenta razoavel teor emgéitio e é aplicada como alimento para
gado, ou usada como adubo em mistura com cinzaBRREUES, 1980).

A madeira de ucuuba ou bicuiba é largamente emgaegem fabricacdo de
compensados, e, como consequéncia do processdriaysermite o uso de residuos de
producdo na confeccdo de papéis tipo Kraft de h@didade. Os indices fisicos obtidos na
madeira sdo os melhores. (RODRIGUES, 1972).

Muitas espécies do génevtirola sédo de grande importancia ecolégica e econémica,
sendo usados em larga escala na fabricacdo descan@veis, tanoaria, compensados e
laminados (LOUREIRt al, 1989).

2.1.2 Importancia etnofarmacoldgica

Algumas espécies de ucuuba ou bicuiba entram mkcime popular para cura do
reumatismo, artritismo em geral célicas, dispepsiasisipelas. Segundo Le Cointe (1947), o
cozimento da casca destas espécies é empregadssepsias de feridas como coadjuvante
da cicatrizacdo. A seiva cozida juntamente com pamghysalis sp.) € usada nas
hemorréidas.

Braz Filhoet al.,(1973) e Gottlieket al, (1973), e outros que trabalharam analisando
quimicamente diversas espécies ¥eola, isolaram e identificaram varias classes de
compostos como alcaloides (triptaminas, 3-carbsyitharilpropandides (virolanois, lignanas
e neolignanas), cromanonas, flavonéides (flavaisafiavanas e pterocarpanos), estilbenos,
esterdides (sitosterol e stigmasterol). Alguns efestompostos ja tém valor medicinal
comprovado e outros estdo sendo testados paréineste

Schulteset al, (1969)salientaram o emprego do rapé preparado da resisasta de
V. theiodora,V. elongata e V. calophyllaomo poderoso alucindégeno entre varias tribos
indigenas da regido amazonica.

Estudos quimicos das folhas, cascas e raizes gésies citadas, mostraram possuir

derivados triptaminicos (N- metiltrptaminas, tripiaa, N-dimetiltriptamina, 5- metoxi- N, N



18

dimetiltriptamina), compostos estes realmente, atimdade desta natureza (RODRIGUES,
1980).

Barata e Baker (1973) verificaram que o extrato aheo das folhas dev.
surinamensisem agao protetora contra a infeccéao panistosoma mansgmuando aplicada
topicamente, pois a ag¢do quimioprofildtica da edqasomose pertence, possivelmente,
segundo os autores citados, a uma lignana aindadeatficada pelos métodos fisicos e
quimicos. Estruturalmente, muitos dos compostgmndha) isolados de espécies\deola

aproximam-se de outras substancias da mesma plass@doras de acdo antimicotica.

2.2 GéneroVirola

Virola € um género circunscrito apenas neotropical. Du@éneros de Myristicaceae
proprios da América, este é o mais amplamente idigp8ua distribuicdo vai da Guatemala e
Antilhas Menores a Bolivia e Brasil Meridional (Rerande do Sul) e da costa ocidental da
Colémbia e Equador a do Atlantico, no Brasil (DUCKBLACK, 1954).

O nome do génerdirola teve origem popular da espécie usada pelos isimEsnari
da Guiana Francesa. Na flora brasileira recebenandi@macéo indigena de “hiboucouhu” faz
parte da familia das Myristicaceaedos géneros descritos nessa familia. E 0 género q
apresenta maior dispersao e maior nimero de esg&BDRIGUES, 1980).

No Brasil existem cerca de trinta e cinco (35) em# deVirola distribuidas na
floresta neotropical, principalmente no Acre, Ramd@® Amazonas, (Rio Uatuma e Balbina),
com arvores com 30 m de altura. Apresentam nompslg@s de acordo com a regido:
arvore da cera, bicuiba vermelha, uculba da tem& fou ucuuba da folha larga e na regiao

amazonica é conhecida como pindaiba-roxa (RODRIGUESD).

FiguaCopa da arvore do génevirola

Font@eixeira, 2007)
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2.3 EspécieVirola venosa

A Virola venosaem infrutescéncia 3,5-7,0 cm de comprimento, esrmoaracteristicas
na cor castanho marrom, puberulenta, glabrescpatijnculo até 0,9 cm de comprimento,
fruto pedicelado grosso, 0,3 a 0,6 cm de comprimeldis a seis frutos por infrutescéncia.

Capsula subglobosa ou elipsoide, 1,9-2,2 x 1,6-4p8 puberulenta, depois
glabrescente, nitidamente carenada-arrendada eupeaha, assimétrica, um lado do apice
mais elevado, arredondada na base, pericarpo0j8o¢m de espessura, arilo laciniado até
guase a base; semente elipsoide, 1,4-1,5 x 1,@41,,8sa.

Arbusto ou arvore até 30 m mata de terra firme,seio argilo-arenoso, ocasional em
capoeira. A distribuicAo no Brasil estd entre otadms do Amapa, Amazonas, Para,
Rondénia. A disperséo ocorre geralmente quanddmécomido por macaco aranhistéles
paniscu$ (VAN ROOSMALEN & KLEIN, 1985, 1988).

Figura Erutos deVirola venosa

FontefVan Roosmalen, 1985)

2.4 Metabdlitos secundarios

Os constituintes quimicos de todas as plantas maiisdo sintetizados mediante
reacdes enzimaticas, sendo estas classificadasimicgmente em dois grupos: o de
metabolitos primarios constituidos de acucaresnaacidos, acidos graxos, e biopolimeros
como lipidios, proteinas e acidos nucléicos; e metabdlitos secundarios constituidos de
alcaldides, terpendides, esterdides, saponinagas\@utros (MANN, 1984, 1987).

Os metabdlitos secundarios sao assim chamadosyre@of de ndo estar bem definido
0 seu papel no metabolismo de muitos organismosetanto, em estudos mais recentes
acredita-se que a maioria dos metabdlitos secwsdaumpre funcdo de defesa contra
predadores e patdgenos, atuando como agentes &iebsp onde os metabdlitos séo
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liberados. Podem também atrair, polinizadores @petsadores de sementes ou presas
(SWAIN, 1973; LEVIN, 1976; CRONQUIST, 1977).

O conhecimento mais detalhado desses compostosteearmbuir importancia aos
mecanismos de defesa das plantas contra seus @resladejam fungos, bactérias, virus,
parasitas, insetos, moluscos ou animais superf@EE€HINEL e YUNES, 1998; NIER@t
al., 2003). Alem disso, em determinadas circunstanalgsimas plantas superiores podem
produzir substancias com propriedades antimicra@lsiadenominadas fitoalexinas. Estas sao
produzidas como resposta imediata as agressodsimyms, bactérias, virus ou nematéides,
ou em funcdo de determinados estimulos, como @eagu agentes quimicos (YUNES,
2001).

Alcaloides séo compostos nitrogenados  farmacolaggcde ativos,
predominantemente encontrados em angiospermas. r&aodos como detentores de
propriedades analgésicas, antiinflamatorias e @rmianas (HENRIQUES®t al.,2007).

Compostos fendlicos pertencem a uma classe de &aospque inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas.cbampostos apresentam acao sobre micro-
organismos, provocando a privacdo do seu substratgptura da membrana plasmatica.
Acidos fendlicos, (figura 3), por exemplo, tém aghudibacteriana, cujo mecanismo exato
desta acdo € desconhecido (COWAN, 1999).

Figura 3. Estrutura quimica do acido cinamico.

0

4

OH

Fonte: Cowan (1999)

Outra grande classe de compostos sdo os flavonadiaegrupo de polifendis de baixo
peso molecular, que constitui os metabdlitos semwsl de plantas. Estas substancias séo
sintetizadas, muitas vezes, em resposta as infecgiierobianas e, portanto, ndo é
surpreendente que tenham sido demonstradas, io, \atr acdo antimicrobiana destas
substancias contra uma grande variedade de migestemos. Um bom exemplo de
flavondides com essa capacidade € a crisina (figurque se liga a adesinas bacterianas,
residindo ai a sua atividade antimicrobiana (COWAR99; ZUANAZZI; MONTANHA,
2007).
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Figura 4. Estrutura quimica da Crisina

Fonte: COWAN, (1999); ZUANAZZI; MONTANHA, (2007).

2.5 Fungos

Os fungos séo seres eucariotos, podendo ser hepl@gloides ou poliploides; tém
parede rigida quitinosa constituida de polimerosageno-acicares. S&o heterotréficos,
dependendo das substancias organicas disponivesprayidos de clorofila, sdo incapazes de
produzir energia por meio da luz e do gas carboriRartencentes ao reino Fungi, sao
altamente eficientes na degradacdo de uma ampladade de substratos e podem se
apresentar nas formas leveduriforme e hifal. Resfparis pela producdo de substancias de
interesse comercial, os fungos também represemguriantes agentes decompositores dos
componentes primarios da madeira, como lignindwase, o que resulta em um controle na
producao de biomassa em um ecossistema florestsiAMI, 2003).

Realizam nutricdo absortiva liberando enzimas nmmam que habitam, quebrando
macromoléculas presentes no meio, tais como cagtog] proteinas e lipidios, em moléculas
menores e mais sollveis, facilitando sua absof@étra caracteristica € sua fonte primaria de
reserva de carboidratos que é o glicogénio, aor@imtdas plantas que tém o amido para
desempenhar esta funcdo (ALEXOPOUL&SL, 1996).

Existem fungos nao filamentosos como as levedupas, exemplo, que s&o
unicelulares e reproduzem-se por brotamento. Oairma formam estruturas macroscopicas
como os cogumelos comestiveis (AZEVEDO, 2001).

Atualmente, estima-se que o reino Fungi apresaptaximadamente, 1,5 milhdes de
espécies com representantes habitando praticanb@ds 0s ecossistemas existentes no
planeta (AZEVEDO, 2002). Ainda assim, atencéo dapdeve ser dispensada com relagédo a
preservacdo destes micro-organismos, pois seguhedaS (1991), tem-se observado um
grande declinio no nimero de espécies fungicas dmmo na quantidade de individuos
fungicos na Europa, nos ultimos tempos.

Os fungos apresentam grande diversidade entieasém, possuem caracteristicas em

comum que os distinguem dos demais reinos. Samisrgas historicamente comparados as
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plantas, com habilidade para utilizar quase qualdoate de carbono como alimento
(AZEVEDO, 2001).

O reino Fungi esta organizado em cinco filos, serades: Chytridiomicota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e Deuteroraf®ILVA & COELHO, 2006).

2.6 Fungos endofiticos

Os endofiticos foram mencionados pela primeiranemicio do século XIX. Porém, foi
Bary (1866) quem primeiro delineou uma possivdirdj&o entre eles e patdogenos de plantas.
Definidos como assintomaticos, ndo produzindo,gobat, efeitos benéficos ou prejudiciais
aos seus hospedeiros, permaneceram esquecidasamenie até o final da década de 70,
quando por uma série de motivos, comecaram a cheaatancdo. Naquela época verificou-se
que, longe de serem meros habitantes do interiovegetais, possuiam propriedades de
interesse como, por exemplo, conferir protecdo raomisetos, pragas, outroS Mmicro-
organismos patogénicos e inclusive contra herbs/oro

Em 1997 Hallmann prop6és uma definicdo aos end¢ftomm considerados micro-
organismos que séo isolados do interior de tecidgetais superficialmente estéreis, e que
nao causam danos aparentes a planta hospedeisarAjeeesta definicdo englobar os micro-
organismos endofiticos que habitam internamenfeages subterraneas da planta, ainda nao
era uma definicdo completa, por excluir ou simplest® omitir as populagdes microbianas
ndo cultiviveis dificeis de sobreviver em condic@es laboratério e, portanto, pouco
estudadas (ARAUJ@t al.,, 2002).

Assim pode-se definir que fungos endéfitos sédo dadacro-organismos, cultivaveis
ou nédo, que habitam o interior dos tecidos vegetaim causar mal ao hospedeiro e que nao
desenvolvem estruturas externas, excluindo destaeimabactérias nodulantes e fungos
micorrizicos (AZEVEDO & ARAUJO, 2006)

A entrada de micro-organismos endofiticos na plarigta por varias vias, sendo uma
das principais através das raizes, por ranhurasadas pelo atrito com o solo durante o
crescimento. Alguns fungos associados as plani@armseu ciclo de vida com a germinacao
do esporo, seguido do crescimento da hifa na folhauperficie da raiz, e da entrada destes
fungos endofiticos na planta. Aberturas naturai©@kpedeiro como estdmatos e hidatodios
também podem favorecer a entrada dos fungos (WAGRIERWIS, 2000).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos de plar@a a outra de duas maneiras.
A primeira chamada de transmissdo vertical € ageelaque esses micro-organismos,

presentes na planta-méae, séo transmitidos via semevendo dessa forma, todo o seu ciclo
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de vida dentro da planta. A segunda é denominadaademissao horizontal em que o0s
fungos endofiticos sdo passados de uma plantara atsavés das raizes, das folhas, através
dos estématos, ou por qualquer lesdo existenteaneafAHLHOLM et al, 2002).

O que determina se um fungo € endofitico ou fitog@&bico é justamente o0 seu
comportamento ap0s sua entrada, ou seja, que CETERES €SSe Micro-organismo trara para
a espécie hospedeira. Em resumo, os fitopatogéraoasntrar em contato com o hospedeiro,
germinam com formacdo do apressorio, liberam ermimee degradam a parede celular
levando a defesa da planta através da producamtigras de resisténcia (figura 5).

Os fungos endofiticos por sua vez germinam foraélala vegetal, ocorrendo um
reconhecimento e uma reprogramacdo da planta heispegdara facilitar a entrada do
endofito e finalmente o estabelecimento de umadelaimbidtica com a planta (KOGEL
al,. 2006).

Figura Bomparacéo de infec¢éo de endofitico e fitopatdge

Fungo endofitico Fungo fitopatogeno
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Font&KOGEL, FRANKEN; HUCKELHOVEN (2006)

2.7 Endofiticos e suas aplicacdes biotecnoldgicas

Atualmente, sabe-se que enddfitos podem produxinde, antibidticos, fatores de
crescimento e muitos outros produtos com potembealatividades bioldgicas, além de
exercerem outras funcdes de importancia para @&&wbncia do hospedeiro (AZEVED&
al., 2002).

Os endofiticos sdo reconhecidamente Uteis na #grawe na inddstria, sobretudo na
alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizadoniacoetores para introducdo de novos
genes de interesse em plantas como agentes irgbider pragas e patdogenos (MURRALY
al., 1992).
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Dentre os fungos produtores de produtos para dentsimlégico na agricultura,
destacam-se os fungos do géndrochoderma e Metharhizium como micoerbicidas,
micoinseticidas ou micoparasitas (AZEVEROal.,2002).

A relacdo da industria de alimentos com os funglasnéntosos € muito antiga e
extensa. Os fungos estdo associados a tecnologalirdentos desde os primérdios das
civilizagcbes mais antigas conhecidas, como por @k&mos processos de preparacao de
alimentos orientais, bebidas de povos indigenascaordinente americano e na Europa,
participam no processamento de alimentos a baskeitde Com o desenvolvimento das
pesquisas, ja € possivel conhecer os processas e 0s fungos modificam os alimentos,
seja pela producdo de micotoxinas ou pela contagy@nade alimentos processados.
(PASTORE & MACEDO, 2004).

Os endofiticos destacam-se como fontes de metab@iimarios e secundarios de
interesse, tais como o taxol, poderoso anticaneeoig o taxol (figura 6), poderoso
anticancerigen@ também produzido por um fungo endofiticofaxomyces andreamae
utilizado no tratamento de cancer de mama e de.(Bra principal fonte é a arvofaxus
brevefolig encontrada em pantanos e alagadicos da costaraest-americana (AZEVEDO
et al, 2002).

Figura &strutura quimica do taxol

orite: AZEVEDO et al (2002)

Do ponto de vista biolégico, a producdo de um n@itambpode estar fundamentada
em varios mecanismos envolvidos na interacdo entn@icro-organismo e seu habitat. A
colonizacdo, adaptacdo e propagacdo dos fungoditewwo no hospedeiro, podem ser
beneficiadas com a produgcdo de compostos que ataepgompeticio com outros micro-
organismos, animais herbivoros e promocédo de anestd vegetal.

A producdo de metabolitos secundarios dependatdee$ bidticos e abidticos e estdo
intimamente relacionadas com o momento fisiologiocdospedeiro (AZEVEDG@t al., 2002;
ZHI-LIN et al, 2007).
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2.8 Fungos endofiticos na producao de antimicrobianos

Os micro-organismos S&80 responsaveis por uma aléecnorme de produtos
naturais conhecidos. Existem 50.000 metabdlitosirgirios de micro-organismos, sendo
que, 12.000 séo antibidticos conhecidos. Destes f858&m produzidos por actinomicetos e
22% por fungos filamentosos (DEMAIN, 1999).

A maioria dos micro-organismos produtores de abtiiths € comumente encontrada
no solo. No entanto, certos enddfitos também témmestrado potentes produtores de
antibioticos, dos quais muitos com propriedadesude na agricultura e na medicina
(STROBEL & DAISY, 2003). Actinomicetos, bactériasfumgos estdo entre os produtores
mais conhecidos. A vasta maioria de antibidticasalatente utilizados é produzida por
actinomicetos, e em particular por membros do @érgtreptomycesEntre os fungos,
Penicillium e Cephalosporiuspp. sdo os mais conhecidos (STROBEL & DAISY, 2003

Nos ultimos anos, alguns trabalhos tém reforcadeéia de que fungos endofiticos séo
fonte verdadeiramente valiosa para a obtencdo dgastos antimicrobianos, sobretudo
porque estes podem ter significativa aplicabilida@le somente na medicina, mas também na
agricultura no combate a fitopatdogenos (U al, 2010).

A tabela 1 ilustra algumas das substancias isaladestificadas e com atividade

antimicrobiana comprovada, obtidas de fungos etidadi nos Gltimos cinco anos.

Tabela 1- Substancias com atividade antimicrobiana isolagafsingos endofiticos

Hospedeira Fungo endofitico Substancia Frente
(Referéncia)
Cynodon doctylon Aspergillus sp. - Acido helvolico Heliocobacter pylore
(TAN et al.,2005) -Monometilsulocrina
Quercus variabilis Cladosporiusp. C. albicans
(CHENG et al.,2007) -Brefelfina A Aspergillus niger
Urospermum picroided Ampelomysgs Staphylococcus epidermidis
(EBEL et al 2008) -Altersolanol A Emterococcus faecalis
Saurauia scaberrinae Phoma pinodella
(HOFFAM et al., 2008) - Phomodiona S. aureus
Bidens pilosa Botryosphaeria rhofina
(HERTWECK et al.,2010 - Botriorodina A A. Terreus

Fonte: Banhos (2011)
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3. OBJETIVOS
3.1Geral:
Isolar e verificar o potencial antioxidante e aatiteriano de fungos endofiticos e de

extratos vegetais dérola venosa

3.2 Especificos:

Isolar e caracterizar fungos endofiticos de pattegalhos, folhas e caule Weola

venosa

* Realizar screening fitoquimico dos extratos vegetifungicos, investigando os
compostos fendlicos e flavondides totais;

« Avaliar as atividades antioxidantes dos extratogetas e dos extratos brutos
fungicos;

* Investigar as atividades antimicrobianas dos eodratgetais e dos extratos brutos

fungicos.
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Resumo

A espécieVirola venosaPoepp. Ex A. DC) Warb, conhecida popularmente camaiba,
ocorre naturalmente na Amazonia e possui grandenpial para o desenvolvimento
econdbmico na fabricacdo de caixas, moveis, tanoa&iaompensados, além de ter
comprovada atividade antimicrobiana e antiinflamat@Com base nessas informacdes o
objetivo deste trabalho foi isolar e verificar otgcial antioxidante e antibacteriano de
fungos endofiticos d&. venosae de seus extratos vegetais. Foram coletadosgi@ore
urbana de Manaus no campus da Universidade Featter@mnazonas - UFAM, (latitude~3
6,058°S longitude: 5958,459°'W) partes d¥. venosacomo galhos, folhas e caule para
obtencéo dos extratos vegetais e isolamento dasfigods. De modo que foram isolados
105 fungos endofiticos distribuidos em 16 grupasaf obtidos 12 extratos brutos vegetais
e 54 extratos brutos fungicos. Este trabalho aptagesultados de ensaios realizados com
estes extratgdais como identificacdo de compostos quimicospifer flavonoides totais,
atividade antioxidante e antimicrobiana, buscandlarmacoes a respeito destes extratos que
exercam diversas funces de importancia, Uteigesabp na farmacéutica. E importante
ressaltar que os estudos aqui realizados mostrasorralacédo entre os resultados da
investigacdo dos ensaios com a diversidade de fudgdhospedeira e dos resultados dos
seus extratos vegetais, buscando novas perspedol@® o0 potencial que os fungos
endofiticos dé/irola venosgpossuem e representam para a biotecnologia.

Palavras-chaveé’irola venosaFungos endofiticQ@ntimicrobiana, Antioxidante
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos endofiticos incluem principaltegungos e bactérias que vivem no
interior das plantas, habitando de modo geral paa®s aéreas, como folhas e caules, sem
causar aparentemente nenhum dano a seus hospédEd$EDO, 1998; PEIXOTO NETO
et al, 2002; PEIXOTO NETCet al, 2004; ASSUMPCAGCet al, 2009). Isso os diferencia
dos micro-organismos fitopatogénicos, que sédo @i@pis as plantas, causando-lhes
doencas. Eles sdo também distintos dos micro-ages epifiticos, que vivem na superficie
dos érgéos e tecidos vegetais (AZEVEDO, 1998; SOZal, 2004).

As interacdes endofito/planta, ainda ndo sao mhetm compreendidas, mas podem ser
simbidticas, neutras ou antagonicas (neste cakalasas pela fitopatologia). Nas interacdes
simbidticas os micro-organismos produzem ou induagmmoducdo de metabdlitos primarios
e secundarios que podem conferir diversas vantageplanta tais como: a diminuicdo da
herbivoria e do ataque de insetos, 0 aumento deatatia a estresses abidticos e o controle de
outros micro-organismos (ARAUJO, 1996; RODRIGUE®EAS FILHO, 1996; PEREIRA,
1993).

Exemplo de metabdlitos que podem ser induzidosspetwéfitos sdo as fitoalexinas,
substancias de baixo peso molecular com atividadiésicrobianas, produzidas pelas plantas
ante a acdo de micro-organismos ou de agentessssites (CORDEIRO NETO &
DIETRCIH, 1992). Da parte dos fungos pode-se c#aproducédo de micotoxinas, de
metabdlitos secundarios que podem causar doencdsigranos e outros animais (CLAY,
1988; D'MELLO & MACDONALD, 1997).

Diante desse contexto, 0s micro-organismos ap@seimportante propriedade de
conferir protecdo as plantas, seja pela sua prasaag plantas hospedeiras, seja pela
aplicacdo como agentes de biocontrole, que podsuitaie na eliminacdo de pragas agricolas
(SOUZA, 2001). Por isso, tem havido um crescenteréisse no estudo da ocorréncia, do
potencial de colonizacdo e da utilizacdo de emmEfititeis na agricultura, na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica (MAIRO et al, 2004).

Portanto, este estudo pretende contribuir paranbemmento da diversidade e dos
potenciais bioldgicos dos micro-organismos da Amagem especial dos fungos endofiticos

isolados dé/irola venosaN&o existem na literatura estudos sobre os enddli#gsa planta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1Coleta do material

As amostras de galhos, folhas e caule¥/deenosdoram coletadas no Campus da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM, Manaus, (fatitude: 3 6,058°S longitude:
5% 58,459°'W ). A espécie foi identificada no Herbateo UFAM, no qual uma exsicata foi
devidamente armazenada e tombad@{0001). As amostras foram coletadas em julho de
2013, para realizacdo de estudos de atividadesxat#dnte e antimicrobiana dos extratos
vegetais, e em setembro de 2013, para fins denigol®, caracterizacdo e andlises das
atividades bioldgicas dos fungos endofiticos. Osenas coletados foram acondicionados
em sacos plasticos e transportados a 4°C, pataocatario de Biorganica do Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia e Recursos Natdaig\mazénia (MBT) da Escola
Superior de Ciéncias da Saude (ESA) da Universidadestado do Amazonas (UEA).

2.2. Obtencéo dos extratos vegetais: (Hexanico9 e MeOH)

As amostras vegetais (galhos verdes e madurogsisfattaule) foram secas em estufa
sob temperaturas na faixa de 30 &3%rituradas em moinho e pesadas. Os extratomfora
obtidos das amostras moidas em trés etapas caohessifpor extracdo, filtracdo e concentragédo
em evaporador rotativo. Estas etapas foram reggepdr trés vezes, alterando o solvente em
cada uma das extracdes, sendo eles: hexano, adetatita e metanol, respectivamente. Cada
solvente permaneceu em contato com as amostrasrgmomias até serem separados 0s
extratos liquidos dos residuos vegetais (torta)e Ppsocedimento foi repetido trés vezes
(figura 7).
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Figura 7 — Fluxograma de Extragéo
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2.3 Isolamento de fungos endofiticos

As amostras foram submetidas a assepsia para ati@inde micro-organismos
epifiticos, para a qual, as amostras foram previgen&avadas com agua corrente e com
detergente neutro, cortadas em fragmentos de apaodeimente 10 a 12 cm e submetidas a
uma sequéncia de submersdes em solucdes na seguiaete e tempo: alcool a 70% por 1
min; hipoclorito de sodio a 3% por 2 min. para la#p4 min e para o caule; alcool a 70% por
30 segundos para folha e caule, 1 min; e Agudatiststéril por 2 min. para todos os tecidos
(ARAUJO et al, 2002). Em seguida, as extremidades dos tecmasnf desprezadas e trés
fragmentos de cada amostra foram inoculados ericatgs em placas de Petri, contendo
meio Agar Batata Dextrose (BDA), meio ISP2 e AVElésterilizados e acrescidos de
amoxicilina e terramicina 100ug/mL para evitar escimento bacteriano. Os fungos foram
entdo isolados e caracterizados morfologicamente.

Para controle da assepsia, aliquotas de agua uaa Ulhvagem dos fragmentos
vegetais foram semeadas em meio BDA/ISP2/AVEIA aulvadas a 28°C por 7 a 14 dias
(ARAUJOet al, 2002; GUIMARAES, 2005).

A taxa de colonizacédo fangica (TC) foi verificadar prisualizacdo a olho nu dos
micro-organismos isolados e determinada pela ranéi@ o nimero de fragmentos vegetais

com crescimento fangico e o nimero total de fragosewegetais.
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2.3.1 Purificacao dos isolados

A purificacdo para leveduras ocorreu através daidécde esgotamento, para o0s
fungos sem esporos foi utilizada a técnica de tepigq fungos que possuiam esporos ocorreu
através da suspensio de esporos em diluicio cardagtilada esterilizada (ARAUJD all,
2002).

. 2.3.2 Caracterizacao dos fungos isolados

A caracterizacdo dos fungos foi realizada atravésadalises das caracteristicas
morfologicas das colbnias dos fungos, tais comgptegtura, topografia, pigmento difuso, cor
do verso da colbnia e topografia do verso da calénpor analises das estruturas através da
técnica de microcultivo (SOARES al, 1987).

2.4 Obtencao dos extratos fungicos

Para obtencdo dos metabdlicos secundarios, fordipadbs 27 fungos, os quais
correspondem a 20% do total dos fungos endofiimalados e caracterizados. Discos dos
meios solidos contendo micélio dos fungos isolaflmmm transferidos para frascos
erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio liquidataatiextrose acrescido de 0,2% de
extrato de levedura sob condi¢des estéreis, coefarrmétodo descrito por Soues al.,
(2004) com modificacdes. Os frascos foram incubasoesncubadora Shaker, com agitacao
120 rpm por 15 dias a 28°C. Em seguida, o caldiziseentacéo foi filtrado para separacéo
do sobrenadante e do micélio. ApGs a obtencédo amersadantes foi utilizado coluna de
silica reversa - (g para extragdo de classes de compostos polarée®icdim metanol, que
foram testados quanto as suas atividades biolo@samicélios fungicos também tiveram

seus extratos obtidos por extracdo com metandl 2ior
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2.5 Prospeccéo fitoquimica dos extratos vegetaigidda venosa

Foram realizados testes para fendis e taninosciantoas e antocianidinas, flavonais,

flavonas, e xantonas, chalconas e auronas,

flasesdie flavononodis, esterdides e

triterpendides (Lieberman-Buchard), saponinas,l@tbas conforme metodologia de Matos

(1997). Para tais testes, foram utilizados 50mextieato concentrado, diluidos em 100 mL de

seus respectivos solventes de extracéo e utilizaltpsotas delmL em tubos de ensaio. Para

cada tubo, foram feitos testes diferentes confongieado na tabela 2.

Tabela 2— Metodologia realiazada na prospeccao fitoquimica

PROSPECCAO FITOQUIMICA

Extratos Constituintes Metodologia
Tubos 1 Fenois Adicionou-se trés gotas de solucdo alcodlica dd F€X%). Foi observado mudanca
e de cor.
Taninos
pH 3 pH 8,5 pH 11
Tubos 2 Antocianinas HCI 0,1 M NaOH 0,1 M NaOH 0,1 M
e
Antocianidinas Coloracao Coloracéo Azul
Adicionou-se vermelho intensa Coloragao lilas pUpura
Flavonas reagentes para
Tubos 3 Flavonbis e mudanca de pH. * * Coloracéo
Xantonas O aparecimento de amarelo
Chalconas cores diversas
Tubos 4 e indica a presenca Coloracao Coloracao
Auronas de varios vermelho * vermelho purpura
constituintes
Tubos 5 Flavonoides
e Coloracao * Coloracao
Flavonondis vermelho vermelho - laranja
Tomou-se as amostras, adicionou-se 2 mL de clarodofiltrou-se a mistura em um
Tubos 6 Esteroides funil contendo algoddo e algumas decigramas dgS®jaanidro, logo apds a
e filtragem, adicionou-se 1 mL de anidrido acétieologo apds, trés gotas deSiay
Triterpendides | concentrado, ao término, observou-se o ocorrid@ phagndstico de as espécies
supracitadas.
Tomou-se o0 extrato bruto em cloroférmio, resultasdeetapa anterior, dissolveu-se
Tubos 7 Saponinas em 8 mL de KO destilada e logo apds, filtrou-se a mistura pematubo de ensaio.
Posteriormente, com o tubo fechado, misturou-selac&o para a observacdo de
formacao de espuma persistente para a determidacgaponinas.
Tomou-se dois tubos com a amostra bruta, acidfsmaom 10 mL de HCI 0,1 mL,
Tubos 8 Alcalbides logo apds adicionou-se 3 gotas de reagente de rMey@rimeiro tubo e outras 3

gotas de reagente de Dragendorff no segundo &uds, 0 procedimento observou-se
0 aparecimento ou nao de precipitado

*N&o mudanca de cor
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2.6 Determinacgéo de fendis e flavondides totaiseddsatos vegetais e de fungos\deola

venosa

2.6.1 Determinacao de fenqis totais

Foram utilizados 10uL dos extratos vegetais (Amg, dos extratos fungicos e do
padrdo acido galico. Posteriormente foram adicioaasD uL de Folin ciocalteu (1:10) nas
amostras e incubadas por 8 min. Em seguida foracioaddos 240 uL de carbonato de sodio
a 0,4% e incubadas por 3 minutos em temperaturbieate. Apos esse periodo foram lidas
em espectrofotdbmetro T70 UV/VIS, com leitor ELISA nomprimento de onda de 740nm.
Os extratos que apresentaram acima de 50% de fieng@is diluidos sucessivamente (a partir
da solucdo mée de 1mg/mL) em oito concentracOesedies (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125; 0,01563; 0,00782; 0,00390 /mfi) O ensaio foi realizado em triplicata
(VELIOGLU et al,, 1998).

Determinacéao de fenc= (média abs extra/ média abs do padrao) x

2.6.2 Determinacao de flavondides totais

Foram utilizados 30 uL a dos extratos vegetaisg{imh), dos extratos fangicos e do
padrédo de quercetina (1ymgL) diluida em etanol 80%. Posteriormente forantiadados 90
uL de etanol 95%, seguido por leitura espectroféfoica das amostras. Em seguida,
acrescentaram-se as amostras 6 uL de cloretoudeérad a 10%, e 6 uL de acetato de
potassio 1M (ambos diluidos em agua destiladag8&ul. de agua destilada, seguidas de
incubacdo durante 30 minutos em temperatura angbesifgitura em espectrofotdmetro T70
UV/VIS no comprimento de onda de 405 nm, com led®rElisa. O ensaio foi realizado em
triplicata. Os resultados foram obtidos, utilizarsgo primeiramente a diferenca das
absorbancias das amostras e do padrdo pela absarlés respectivos brancos, logo apos

foi calculada a determinacéo da concentracao deifléides (CHANG eal., 2002).

Determinacado de flavondides(média abs extratonédia abs do padréo) x 10

2.7 Estudo da atividade antioxidante dos extratgetais e fungicos dérola venosa

A atividade antioxidante (AA%) dos extratos foi kada com base na captura de radicais

livres de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Paisto, fez-se uma solucao padréo de DPPH,
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dissolvendo-se 2 mg de DPPH em 12 mL de etanol PeAta solucdo foram feitas diluicoes
sucessivas para construcdo da curva padréo. Endaggs extratos foram dissolvidos (ha
concentracdo de 1mg/mL) em DMSO e testados quaid riente ao DPPH. Os extratos
com AA igual ou acima de 50% foram entéo diluidesessivamente (a partir da solu¢do mae
de 1mg/mL) em oito concentracdes diferentes (0,25;00,125; 0,0625; 0,03125; 0,01563;
0,00782; 0,00390 migL). De cada diluicdo, foram retirados 30 uL e scidos de 270 pL
de DPPH, ambos adicionados em microplaca de ELI8&wados na auséncia de luz para
reagir por 30 minutos. Utilizou-se quercetina cqmadréo. As amostras foram analisadas em
espectrofotometro T70 UV/VIS com leitor de ELISAN @90 nm. Foi feito um branco para
toda a placa utilizando se etanol em reacdo comHDIPRra todos os extratos foram feitas
triplicatas. A AA (%) foi verificada através de cadlos de inibicdo e IC50, conforme
estabelecido por Moein (2007). Os mesmos extratesapresentaram AA frente ao DPPH
igual ou acima de 50% foram testados frente ao ARTSUPEROXIDO.

2.7.1 Atividade antioxidante frente ao ABTS

Realizou-se uma mistura de 2,2-azinobis (3-etilbéazolina-6-acido sulfonico) ABTS
(10mg em 5mL de D ultrapura) com persulfato de potassio 5 mM paompver oxidacado
do ABTS', a qual ocorreu apos 24h, coberto com papel aloptin escuro e em temperatura
ambiente. Seguiram-se 0s mesmos parametros daseanébm o DPPH, alterando-se o
tempo de reacédo, o qual foi de 15 minutos a tertyrarambiente e 0 comprimento de onda
de analise, tendo sido 630 nm (KUSKOSK&L, 2005).

%Inibicdo =10(- (A> amostre—A. amostri/A- controle— A1 controle)*100

2.7.2 Atividade antioxidante frente ao SUPEROXIDO

Para estas andlises, as diluicbes partiram de whgd® mae na concentracdo de
16mg/mL. Foram adicionados 10 pL no primeiro e sdgupoco e realizada uma diluicdo
seriada até o oitavo po¢o. Em seguida foram adidos 90 pL de solucdo NBT (Nitro Blue
Tetrazolium - 250uM), 100uL da solucdo de NADH (2BDdiluido em tampao TRIS), e
realizada a leitura em espectrofotbmetro T70 UV/Mitscomprimento de onda de 405nm
para obtencdo da absorbéancia inicial. Em seguida (0 de solucdo PMS (Phenazine
Metilsulfate - 10 uM diluidos em tampédo TRIS) foraglicionados aos poc¢os contendo as

amostras, e incubados por 5 minutos em temperatataente. Procedeu-se com a segunda
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leitura no mesmo comprimento de onda (405nm) eultalese a porcentagem de inibicéo de
acordo com a formula (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988).

%lInibicdo =10C- (A, amostre—A; amostri/A, controle— A; controle)*100

2.8 Andlise da atividade antimicrobiana de extratggetais e fungicos déirola venosa.

2.8.1 Micro-organismos

Foram utilizadas para testes de suscetibilidadeaatimicrobianos cepas de bactérias
gram-positivasStaphyloccoccus aureus e Enterococcus faeceépas de gram-negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginogacepas d€andidaalbicans As cepas foram
fornecidas pelo Instituto FIOCRUZ — AM. Colbnias stés micro-organismos foram
inoculadas em Agar Muller-Hinton (MHAX( coli, S. aureus e P. aeruigings&abouraud
Agar (SB) C. albican3, Brain Heart Infusion Agar (BHDH. faecali, até atingirem turbidez

correspondente ao tubo 1 - 2 da escala de MacHeéarla

2.8.2 Avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana @xtratos vegetais - Aplicacdo dos

discos de difusao

Os discos de papel de filtro com 0,5 cm de didmetsterilizados foram embebidos
nas preparacfes de antimicrobianos (extratos vsggta@viamente solubilizados em seus
respectivos solventes de extracdo) na concenteE@mgmL e aplicados nas placas com o
25 pl do in6culo, opondo-se o disco de outra arapstquidistantemente distribuidos. As
placas com os antibiéticos foram incubadas a 3pdt24 a 48 horas e com o antifingico a
28 °C de 24 a 48 horas em triplicata (FarmacopéiasilRira, 1988; United States
Pharmacopoeia, 2000). Para cada amostra e padrde fema placa semeada com o indculo,
destinada ao controle em branco dos discos de ,papeteja, foram utilizados controles
positivos, antibidticos comerciais para cada patogé leitura dos resultados foi realizada
com paquimetro (Mitutoyo®) medidor do diametro dasas de inibicdo produzidas ao redor

dos discos de antimicrobianos.
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2.8.3 Avaliacao preliminar da atividade antimicrobian&ereenning em placa ELISA

Foram utilizados os mesmos micro-organismos dsisdele atividade antimicrobiana
dos extratos vegetais. Os extratos foram submedigosliacdo preliminar em placas de Elisa
96 pocos, esterilizada. Uma aliquota de 100 pLadie @xtrato na concentracdo de 2mg/mL,
foi depositada em cada poco da placa, 100 puL calgaspensao de micro-organismos para
um volume de 10 pL em cada poco, teste realizaddrighicata. O controle positivo e
negativo foram adicionados a placa, juntamente cocaldo, das suspensdes de micro-
organismos. As placas foram incubadas &3@or 24h. Ap6s 24h de indculo foi aplicado
reveladores NBT a 2% (Nitro Blue Tetrazollium) p&andida albicanse para as demais
bactérias TTC (Cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazplao2% volume de 10 uL, e 48h depois foi
avaliada a eficacia das amostras contra o crestinmgas coldénias dos micro-organismos
testados (LIMAet al, 2006; SANTOSet al, 2007).

2.8.4 Atividade antimicrobiana quantitativa dosraidis vegetais e fungicos - Determinagao

da concentracao inibitéria minima — CIM.

Os extratos testados que apresentaram atividadieni@obiana na avaliacdo
preliminar foram submetidos a determinacéo da adregdo inibitdéria minima (CIM) pela
técnica de microdiluicdo em caldo (LIMA&t al, 2006; SANTOSet al, 2007). Os testes
foram realizados em placa de ELISA de 96 pocosyigsada, contendo 0os meios de cultivo
liquido, especifico para cada micro-organismo. Waguota de 100 pL de cada extrato nas
concentracdes de 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625)30,85; 0,01563 e 0,00782 mg/mL foi
depositada em cada poc¢o da placa, contendo 100pieibede cultivo especifico e suspenséo
de 10 pL de micro-organismos em cada poc¢o. Pama@attentracao foram feitas triplicatas.
As placas foram incubadas &G@7por 24h. Ap6s 24h de incubacgéo, foram aplica@ogllide
reveladores NBT a 2% (Nitro Blue Tetrazollium) p&andida albicanse 10 pL de TTC
(Cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio) a 2% para laactérias. Foram utilizados controles
positivos, antibidticos comerciais para cada mamganismo testado. ApGs 48h foi analisada
a eficacia dos extratos contra o crescimento désies dos micro-organismos. A leitura foi
realizada através da observacdo de mudanca dac&@donos pocos. A CIM foi determinada
pela menor concentracao do extrato capaz de mitescimento microbiano (ALIGIANISt
al, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Isolamento e purificacdo dos fungos endofiticos

Foram isolados d¥irola venosal22 endofitos, dos quais, 105 foraaracterizados e
identificados morfologicamente e agrupados por gEne eficiéncia do método de assepsia
foi confirmada através da auséncia de micro-orgamssepifiticos ou contaminantes na contra
prova de desinfeccéo superfici@s cultivos com fragmentos de galhos e folhas eptasam
maiores numeros de fungos endofiticos (Figura 8).

Figura 8 — Partes da hospedeira e crescimento de fungos
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Os resultados demostram queVarenosaé fonte de um numero consideravel de
fungos endofiticos. Deve-se considerar que mugpgaes de fungos nao sao cultivaveis e,
portanto, o isolamento expressa a frequéncia dgoiiandofiticos cultivaveis e ndo o total de
fungos endofiticos presente na planta.

O numero significativo de endofitos encontrados gathos (50,82%) pode estar
relacionado com o0 modo com que os endofiticos pemeata planta, que segundo Guimaraes
(2006) pode ser por transferéncia vertical, na gqsafungos sédo transmitidos através da
semente e por transferéncia horizontal, na qualboimias fungicas sado passadas de planta
para planta. Considerando um conjunto de fatoriss damo: disseminacdo horizontal e
assepsia branda para este tecido, essas condié@edagoraveis a permanéncia ou
crescimento do fungo em tecidos especificos e pedestificar maior nimero de isolados
fangicos nos galhos. (AHLHOLM et al., 2002; BRAND GOW, 2009). E importante
também lembrar que a etapa de desinfec¢do supkdve ser especifica para cada espécie
vegetal e cada parte da planta, tendo em vistdeasritas entre os tecidos de cada planta.
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A taxa de colonizacao para caule foi de 0,5 e fe0@ o restante dos tecidos. Taxas de
colonizacdo maiores que 0,5 em todos os tecidostaisgdemonstram que a utilizacdo desta
técnica para isolamento de fungos endofiticos fimae, promovendo a obtencdo de um

namero significativo de isolados fungicos.

3.2 Caracterizacao dos fungos isolados

Os 105 isolados foram agrupados conforme as isi@at para o grupo 1, G2: grupo 2
e assim por diante. A caracterizagdo dos fungdsl@a3) foi feita através da analise
morfologica das caracteristicas das colénias dogdsl e analise microscépica de algumas
estruturas reprodutivas.

Foi observado septacdes das hifas e cor, porémfartdm observados esporos e
presenca de estruturas reprodutivas para todosons-arganismos, devido ao pouco tempo
de crescimento dos fungos sobre as laminulas, sewhissarias novas analises morfologicas,

bem como a identificacdo molecular destes fungos.

Tabela 3 -Grupos de fungos e seus provaveis géneros

Grupos Quantidade Caracteristicas morfolégicas Provavel género
de isolados
G1 Fungos com formacéo de ascos Ascomiceto
62 (Phomopsis)
G2 Fungos mitospéricos
20 Colletotrichum
G3 Fungos de coloracdo preta com ascos
10 Ascomiceto Preto
G4 Fungo de coloracao castanha, micélio rasteiro
1 N&o identificado
G5 Fungos mitospérico, coloracdo marrom
1 N&o identificado
G6 Fungo com formacéo de ascos Ascomiceto Estomatico
1
G7 1 Fungo com formacéo de ascos Ascomiceto
G8 1 Fungo com formacédo de ascos Xylaria
G9 Fungo de coloracao cinza, micélio cotonoso
1 N&o identificado
G10 Fungo de coloracao esverdeada, micélio cotonos
1 N&o identificado
Gl1 Fungo de coloracéo branca
1 N&o identificado
G12 Fungo com formacé&o de ascos de coloracdo brang
1 Ascomiceto
G13 1 Levedura de coloragéo bege Levedura
G14 1 Levedura de coloracao rosa Levedura
G15 1 Levedura de coloracéo cinza Levedura
G16 1 Fungo colorido, metabdlito rosa Penicillium
Total 105 isolados
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Pode-se observar que cerca de 59% dos fungos fdemssificados no grupo 1, como
Ascomicetos cujas caracteristicas indicam provakbbmopsis. Estes resultados séo
semelhantes aos que Strobel e colaboradores, abs@&w seus experimentos de isolamento
de fungos endofiticos de planfinnamomum zeylanicuficanela), onde a maior parte dos
fungos esta classificada comfscomicetos (STROBELet al, 2001). Em seus trabalhos
Souza e colaboradores (2004) também observaragsanga de géneRhomopsisque € um
ascomiceto, anamorfico @#aporthe conhecidos como degradadores de madeira cujtahabi
séo caule e galhos de plantas lenhosas e herl{&b&dEIN & MENEZES, 1996).

3.3 Extratos fungicos
Foram utilizados 27 fungos que correspondem 20%gdgsos dos 105 isolados, para

obtencdo de extratos, a perda de alguns micro-isrgas de grupos distintos justifica a

guantidade de fungos utilizados e extratos obfjtiixla 4).

Tabela 4- Quantidade de extratos fungicos obtidos

Origem dos extratos fangicos Quantidade de extratos
Meio liquido fermentado 27
Extracao do micélio com MeOH 27
TOTAL 54

3.4 Prospeccéo fitoquimica dos extratos vegetaidrdéa venosa

O estudo prévio para identificar a presenca dermi@tadas classes de compostos
podem ser visualizados na tabela 5. E em funcée @studo, foi realizada determinacao de

fenadis e flavonodides.



Tabela 5 -Resultado da prospecc¢éo dos constituintes quimicos
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Amostras Fenodis | Antocianinas | Flavonas | Chalconas| Flavondides| Esterdides
X e e Flavonois e e e Saponinas| Alcaldides
Constituintes| Taninos| Antocianidina e Auronas | Flavononois| Triterpendides
S Xantonas
Fo. Hexano + + + - -
+ +
Ga.J. Hex ++ + + + + - -
Ga. M . Hex + + + + + + +
Ca.Hex + + + + + + +
Fo. AcOET + + + + + + -
Ga.J. AcOET ++ + + + + - -
Ga. M. + + + + + - -
AcOET
Ca. ACOET + + ++ ++ ++ ++ ++
Fo. MeOH ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Ga. J. MeOH + + ++ ++ + - +
Ga. M. + + ++ ++ + - -
MeOH
Ca. MeOH ++ + ++ ++ ++ - +
* (+++) Forte; (++) Médio; (+) Fraco (D) Duvidos@) Ausente; (ND) Nao Determinado.
3.5 Determinagéo de fenois totais dos extratostaegge de fungos endofiticos §érola

venosa

3.5.1 Extratos vegetais — Fendis totais

O estudo prévio para identificacdo de fendis tatais/. venosamostrou a presenca

destes compostos em todos os extratos analisadbslélb). A partir destes resultados, foram

realizadas determinagfes das quantidades de fetgis em cada extrato (tabela 6). Verifica-
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se que ha baixa concentracdo de fendis totais @os tws doze extratos analisados, dos quais
0S que apresentam maior concentracdo sdo os expeigenientes de galhos jovens em
AcOEt e hexano e em caule e folhas em MeOH, consideravel quantidade em pg de
compostos fendlicos, numa medida de equivaléncia ooacido galico, utilizado como

padrao.

Tabela 6— Determinacao de fendis em extratos vegetais

) Determinacao de Fendis
Extratos vegetais .. . .
% Fenois totais Desv.pad png. Eque Ac. Galico Desl.
Ga. J. MeOH 3,84 +0,61 20,94 +3,92
Ga. M. MeOH 5,06 +0,57 28,83 +3,69
Fo. MeOH 7,13 +0,61 42,18 +3,96
Caule MeOH 9,74 +1,04 59,05 +6,75
Ga.J.AcOET 19,73 +4,90 141,86 +4,95
Ga. M. AcOET 5,04 +0,67 28,68 +4,35
Fo. ACOET 6,14 +0,92 35,79 +5,97
Caule AcOET 4,98 +0,17 28,30 +1,11
Ga. J Hexano 15,63 +0,46 97,15 +3,00
Ga.M. Hexano 3,96 +0,45 21,70 +2,89
Fo. Hexano 4,28 +0,29 23,79 +1,88
Caule Hexano 5,36 +0,91 30,76 +5,90

*Ga. J = galhos jovens; Ga. M = galhos maduross falhas; Caule = caule;

Segundo Naczlet al, (2004) os compostos fendlicos de plantas engoadeaem
diversas categorias, como fendis simples, acidodlitms (derivados de acidos benzdico e
cindamico), cumarinas, flavondides, estilbenos nasicondensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas. Dentre as diversas classes de substaaniasxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atencaodtimsos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro.

A atividade antioxidante de compostos fendlicosedsy principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estescteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radivags e quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagalp processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidafdeslicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico presenéstnatura destas substancias (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; CHUBI al.,2005).
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3.5.2 Extratos fungicos — Meio fermentado — SPE

Neste estudo foi avaliada determinacédo de feldégstem 27 extratos fungicos, dos
quais os metabdlitos no meio fermentado SPE apeesem baixas concentracdes de fenois
totais (tabela 7). O extrato proveniente de fundosgrupo G9 destaca-se pela maior

porcentagem de 12,29% com 75,55ug equivalenteide gélico.

Tabela 7 —Determinacgéo de fendis totais em extratos fUngi@RE

Determinacao de Fenois Totais

Extratos Fungicos Kg. Eqg.

SPE % Fenais totais) Desv.pad Ac. Galico Desv.pad
G1N spe 5,36 +0,21 30,73 +1,38
G1E1 spe 3,69 +0,05 19,92 +0,34
G1E3 spe 3,71 +0,06 20,06 +0,39
G1A4 spe 3,64 +0,32 19,65 +2,05
GIR spe 4,43 +0,32 24,71 +2,05
G1B spe 4,06 +0,15 22,32 +0,94
G1H spe 3,82 +0,41 20,79 +2,63
G1G spe 3,33 +0,21 17,62 +1,37

G1J spe 3,51 +0,22 18,79 +1,41
G1R1spe 4,73 +1,02 26,65 +6,62
G1A1 spe 4,24 +0,16 23,48 +1,05
G1K spe 3,76 +0,40 20,41 +2.60
G2l spe 4,26 +0,40 23,61 +2,56
G2V spe 3,88 +0,06 21,15 +0,40
G2M spe 3,13 +0,42 16,35 +2,71
G2U spe 4,79 +0,14 27,03 +0,92
G3 spe 5,30 +0,25 30,35 +1,63
G4 spe 4,11 +0,13 22,67 +0,85
G5 spe 3,33 +0,35 17,61 +2.24
G6 spe 4,32 +0,75 24,00 +4,83
G7 spe 3,50 +0,23 18,74 +1,48
GO spe 12,29 +0,58 75,55 +3,77
G10 spe 2,91 +0,07 14,89 +0,47
G13 spe 3,06 +0,16 15,86 +1,02
G14 spe 4,17 +0,12 12,21 +1,17
G15 spe 2,55 +0,21 12,00 +0,59
G16 spe 5,88 +0,44 34,14 +2,83

*G1= grupo 1; G2= grupo 2; G3= grupo 3
3.5.3 Extratos fungicos — Micélio MeOH

A determinacdo de fenodis totais em miceélio fangomy extracdo com MeOH foi

realizada em 26 extratos fungicos (tabela 8). \Genikse baixa concentracéo de fendis totais
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nos extratos, tendo destaque o extrato provenigatgrupo 3 (Ascomiceto preto)com

23,53ugequivalente de acido galico.

Tabela 8-Determinagéo de fendis totais em extratos fungiddgélio/MeOH

Determinacao de Fendis Totais

Extratos fangicos % Fenodis Mg. Eq

Micélio totais Desv.pad Ac. Galico Desv.pad
GIN 3,92 +0,46 21,45 +2,99
G1El 3,04 +0,39 15,76 +2,55
G1E3 3,48 +0,44 18,62 +2,87
G1A4 3,29 0,12 17,36 +0,76
GI1R 3,14 +0,28 16,41 +1,82
G1H 2,51 +0,15 12,32 +0,96
G1G 3,03 +0,10 15,67 0,64
G1J 3,10 +0,08 16,11 +0,50
G1R1 3,28 +0,02 17,32 +0,16
G1Al 3,21 +0,33 16,83 +2,14
G1K 3,58 +0,76 19,23 +4,90
G2l 3,87 +0,04 21,14 +0,28
G2V 3,44 +0,14 18,32 0,91
G2M 3,34 +0,51 17,71 +3,28
G2U 3,08 0,24 16,02 +1,52
G3 4,24 +0,16 23,53 +1,03
G4 3,51 +0,03 18,79 0,20
G5 3,30 0,11 17,45 0,72
G6 3,37 +0,08 17,86 +0,52
G7 3,71 +0,13 20,11 +0,85
G9 3,20 +0,38 16,80 +2,43
G10 3,54 +0,14 18,97 +0,88
G13 3,04 +0,08 15,76 +0,54
G14 2,66 +0,27 13,30 +1,73
G15 2,83 0,20 14,41 +1,27
G16 3,54 +0,33 19,00 +2,16

Diversos estudos comprovam a correlacdo existartte @ presenca de compostos
fendlicos encontrados nos extratos de plantas catividade antioxidante (CAdt al, 2004;
SONGet al, 2005; HUANGet al, 2007; LIUet al, 2007). Entretanto, poucas pesquisas
foram realizadas com o objetivo de estudar os métab secundarios com acao antioxidante
produzidos por seus fungos endofiticos (HUABIGI, 2007).
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3.6 Determinacao de flavondides totais dos extnadgstais e de fungos endofiticos\dmla

venosa

3.6.1 Extratos vegetais

Nos extratos vegetais foi verificada baixa con@géto (%) de flavanoides totais em
todos os doze extratos (tabela 9). Os extratosltdad provenientes de MeOH apresentaram
dentre os demais a maior concentracdo, correspdaderb,32 g de compostos fendlicos

equivalentes a quercetina utilizada como padrao.

Tabela 9 -Determinacgéo de flavondides totais em extratosteege

Determinacao de Flavondides Totais

Extatos vegetais % Flavonéides desvpad ug Eque Quercetina | desvpad
Ga. J. MeOH 1,14 +0,39 1,14 +0,39
Ga. M. MeOH 0,22 +0,22 0,22 +0,22

Fo. MeOH 5,32 +0,20 5,32 +0,20
Caule MeOH 0,44 +0,43 0,44 +0,43
Ga.J.AcOET 0,13 +1,17 0,13 +1,17

Ga. M. AcOET 0,92 +0,18 0,92 +0,18

Fo. AcOET 1,84 +1,01 1,84 +1,01
Caule AcOET 1,48 +0,70 1,48 +0,70
Ga. J Hexano 0,14 +0,55 0,14 +0,55

Ga.M. Hexano 2,77 +0,15 0,77 +0,15

Fo. Hexano 0,79 +1,30 0,79 +1,30
Caule Hexano 1,91 +1,62 1,91 +1,62

A presenca de flavondides em espécies da familidsshbaceae € menos comum do que
em outras familias de angiospermas, mas a ocoarélecdeterminadas classes de flavondides é
tipico de alguns géneros, e pode ser utilizado patabelecer relacbes quimiotaxondmicas.
Segundo Valderrama (2000), algumas flavonas janfoisoladas de folhas, flores, frutos e
sementes d¥irola venosgfigura 9).

Figura 9 — Flavonas d#&/irola venosa
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3.6.2 —Extratos fungicos — Meio fermentaddRE

Em meio fermentado, também foram verifiscallaixas concentracdes de flavandides
totais, com alguns valores negativos (tabela 10@nti@ estes resultados, a maior

concentracao foi encontrada no grupo 9.

Tabela 18 Determinagédo de flavonoides totais em extratngi€os — Meio fermentado - SPE

Determinacdo de Flavondides Totais

Extratos flngicog % Flavondides| Desv pad| ug Eque Quercetinal Desv pad
G1N spe 0,95 +2.91 0,95 +2,91
G1E1 spe 0,11 +5,62 2,11 +5,62
G1E3 spe 0,55 +3,79 1,55 +3,79
G1A4 spe -0,22 +1,09 0,22 +1,09
GIR spe 0,16 +0,44 0,16 +0,44
G1B spe -0,16 +0,14 0,16 +0,14
G1H spe 0,73 +0,56 0,73 +0,56
G1G spe 0,61 +0,32 0,61 +0,32
G1J spe 0,25 +1,57 0,25 +1,57
G1R1spe 0,66 +0,43 0,66 +0,43
G1A1 spe 0,48 +0,47 0,48 +0,47
G1K spe 1,51 +0,86 1,51 +0,86
G2l spe 1,44 +0,13 1,44 +0,13
G2V spe 1,30 +0,85 1,30 +0,85
G2M spe 0,61 +0,31 0,61 +0,31
G2U spe 2,45 +1,77 2,45 +1,77
G3 spe 0,37 +0,12 0,37 +0,12
G4 spe 0,64 +0,33 0,64 +0,33
G5 spe 0,42 +0,27 0,42 +0,27
G6 spe 0,32 +0,08 0,32 +0,08
G7 spe 0,56 +0,21 0,56 +0,21
G9 spe 7,49 +3,21 7,49 +3,21
G10 spe 0,01 +0,00 0,01 +0,00
G13 spe 0,63 +0,19 0,63 +0,19
G14 spe 1,16 +0,54 1,16 +0,54
G15 spe 0,33 +0,24 0,33 +0,24
G16 spe 1,18 +0,54 1,18 +0,54

3.6.3 Extratos fungicos — Micélio MeOH

Nestes ensaios também foram eviddas baixas concentracdes de flavonoides
totais para os extratos fungicos e alguns resudtatkgativos (tabela 11). O extrato que
apresentou melhor resultado entre os demais fopravenientes do grupo 3, Ascomiceto

preto.
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Tabela *1Determinagédo de flavondides totais em extratagifios - SPE

Determinacéo de Flavondides Totais

Extratos
fingicos ug Eque
Micélio % Flavonéideg Desv pad Quercetina Desv pad
GIN 0,62 +0,40 0,62 +0,40
GlEl 0,44 +0,23 0,44 10,23
G1E3 0,78 +0,12 0,78 +0,12
G1A4 0,37 0,14 0,37 10,14
G1R 0,54 +0,59 0,54 +0,59
G1H 0,53 +0,42 0,53 +0,42
G1G 0,50 +0,26 0,50 +0,26
G1J 0,63 +0,58 0,63 +0,58
G1R1 -0,14 0,42 0,14 +0,42
G1Al 0,31 +0,40 0,31 +0,40
G1K 0,25 +0,60 0,25 +0,60
G2l 0,78 +0,10 0,78 +0,10
G2V 0,34 +0,37 0,34 +0,37
G2M 0,85 0,31 0,85 +0,31
G2U -1,67 +1,43 0,67 +1,43
G3 2,25 +0,59 2,25 +0,59
G4 1,57 +3,29 1,57 13,29
G5 0,64 +0,77 0,64 +0,77
G6 -0,16 +0,22 0,16 10,22
G7 2,24 +2,01 2,24 +2,01
G9 1,08 +2,59 1,08 +2,59
G10 0,37 +0,12 0,37 +0,12
G13 -0,79 +1,06 0,79 +1,06
Gl14 0,77 +0,86 0,77 +0,86
G15 -0,16 +0,21 0,16 10,21
G16 1,53 +1,22 1,53 +1,22

Estudos realizados por Huameg al, (2007), comNerium oleandes L{(Apocynaceae),
cujo objetivo era isolar novas substancias antamiels e antimicrobianas produzidas por fungos
endofiticos associados a essa planta, evidenciaustancias com propriedades cardiotonica,
antibacteriana, antiinflamatoria, anticancer, datjpetaria, inseticida, citotoxica e depressor do
sistema nervoso central). Ainda neste estudo, fasatadas 42 espécies de fungos endofiticos
pertencentes a 14 taxons diferentes, distribuichbie s génerosscomycetes, Chaetomium,
Cladosporium, Colletotrichum, Hyphomycete, Mycslierilia, Phoma e TorulaOs compostos
bioativos predominantes encontrados nos extratsis gidanta e nos extratos fangicos foram os
acidos fendlicos e seus derivados, como por exenffdgondides, terpendides fendlicos,

constituintes volateis e compostos alifaticos.
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3.7 Ensaio de atividade antioxidante

3.7.1 Capacidade antioxidante dos extratos vega¢aigola venosa DPPH

Os extratos de galhos maduros, folhas e caule elanoies caule em acetato de etila
apresentaram atividade antioxidante acima de 5@%irelos quais, os extratos de folhas e de
caules extraidos com metanol capturaram respeaivie@85% do DPPH com IC 50 igual
30pugmL e 84% do DPPH com IC 50 igual a 13,43mb. No entanto, independente da
porcentagem elevada de captura de DPPH, estetatEmihdo foram superior aos resultados
apresentados pelo padrdo &cido galico, cujo vatoradlicais livres sequestrados foi de
98,89% com IC 50 igual a 3,25 £ 0,25/md. (figura 10).

Figura 10 - Valores correspondentes de concentracdo de &gdlico referente as moléculas com
atividade antioxidante presente nos extratos vegetgartir dos ensaios utilizando DPPH.
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O mecanismo de acdo dos antioxidantes sdo diveegpsdo, por exemplo, na
remocao do oxigénio do meio, no sequestro de medtddisadores que auxiliam na formacéao
de radicais livres, no aumento da geracédo de adéntes enddégenos, ou mesmo na interacao
de mais de um mecanismo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,ar9 ARAUJO, 2004).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial d#éeeias tem indicado o papel
chave dos radicais livres e outros oxidantes coraodgs responsaveis pelo envelhecimento e
pelas doencas degenerativas associadas ao enmehémi como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistemaénmadisfuncdes cerebrais (AUTEM al,
2005).
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Os radicais derivados do oxigénio, gerados porosapirocessos de o6xido-reducéo,
podem agir de forma danosa em varias enzimas gem agmo protetoras do estresse
oxidativo tais como: superoxido dismutase, catakaggutationa peroxidase. Desta forma,
agente antioxidantes sdo de fundamental importgvenia protecdo do organismo contra o
estresse oxidativo (ELLNAIN — WOJTASZE# al, 2003).

3.7.2 Capacidade antioxidante dos extratos fungwesvirola venosa DPPH - Meio

fermentado - SPE
A figura 11 apresenta a porcentagem de inibicéreafe as moléculas com atividade
antioxidante presente nos extratos fungicos arpdot ensaios utilizando DPPH. Como nédo

houve inibicdo acima de 50% né&o foi calculada I(@&@ estes extratos.

Figura 11— Atividade antioxidante dos extratos flingicofPES
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Os extratos em destaque pertencem ao G9 com 4%R&vikade antioxidante e G3
com 38,10%. Estes extratos se destacam entre tmdogtros com relacdo a fendis totais e
flavondides totais respectivamente.

E incorreto afirmar que outros isolados endofitictesVirola venosando sejam
capazes de sequestrar radicais livres, pois tasezondicdes de cultivo neste trabalho néo
tenham permitido a biossintese de moléculas adtoxés pelos micro-organismos

estudados.
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3.7.3 Capacidade antioxidante dos extratos extfatmmgcos —Micélio MeOH

A figura 12 apresenta a porcentagem de inibicéreafe as moléculas com atividade
antioxidante presente nos extratos fungicos, arpirs ensaios utilizando DPPH. Pode - se
observar através do grafico abaixo que ndo houb&do dos radicais de DPPH acima de

50% e por isso nao foi calculada IC 50 para esteates.

Figura 12 - Atividade antioxidante dos extratos fungicos€&io

Atividade antioxidante- DPPH - Extratos fungicos micélio
20,00

15,00

10,00 |

AA%

M inibicdo%

Apesar dos extratos fungicos do G2V e G9 teremsaptado os maiores valores de
atividade antioxidante, ndo podem ser considerados extratos promissores, visto que a
porcentagem se deu abaixo de 50%, ou seja, henbamexdratos fungicos se destacou em

relacédo a presenca de compostos com atividadexalaige.

3.7.4 Atividade antioxidante dos extratos vegeta#d3TS" e SUPEROXIDO

O método ABTSque € um método indireto de reacio oxi-reduci® entidante e o
antioxidante, € capaz de retardar ou inibir a addale substratos oxidaveis, tendem a ligar o
elétron ndo pareado com outros presentes em essufroximas de sua formacgéo,
comportando-se como receptores (oxidantes) ou cwadores (redutores) de elétrons. O ion
superoxido mostrou-se como uma alternativa intargespara testar a atividade antioxidante
destes extratos, visto que essa metodologia bsseaia- capacidade de reducdo de um ion e
ndo de um radical livre, como no caso do DPPH. ®&dsana, foi possivel verificar a
presenca de moléculas com acéo antioxidante ditesren
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3.7.5 Capacidade antioxidante - Método ABTS
Como pode ser observado na figura 13, os extratepopduziram maiores valores de

atividade antioxidante foram os provenientes ddmfoe dos caules extraidos em metanol.

Figura 13 —Atividade antioxidante ABTSnos extratos de caule e folha em MEOH
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Podemos observar que a inibicdo de atividade ad#dote foi maior em extrato de
caule extraido com metanol, o qual apresentou 9%ilicdo e IC 50 igual a 13,26 fnglL,
resultado que, se comparado com 0s obtidos no mémtiizando DPPH, apresentou
ligeiramente maior eficiéncia.

Este fato pode ter ocorrido em virtude de algunifeseshcas do radical ABTSapesar
de semelhante ao DPPHuanto a excelente estabilidade em determinadadigéms de
analise. O radical DPPl& vem pronto para uso e € solivel em solventénargs, enquanto
0 ABTS' necessita ser gerado antes por rea¢es quimima® (oersulfato de potassio) ou
enzimaticas, e é solivel em agua e solventes aagrpermitindo a analise tanto de amostras
hidrofilicas como lipofilicas, sendo um radicaléasi na auséncia de antioxidantes e além
disso, oferece 0 maximo de absorc¢éo e uma boaikkdéale (ARNAO, 2000).
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3.7.6 Capacidade antioxidante - Método SUPEROXIDO

Considerando o mecanismo de atuacéo, no métodzadtl para avaliar a capacidade
sequestradora, o radicap @roduzido, reduz nitroblue tetrazolium (NBT) anfazan em pH
7,4 e temperatura ambiente, mudando a coloracacekmmlida do NBT para uma coloracéo
purpura do formazan, que é detectado por espetiroéiria em 405nm. As moléculas que
atuam como antioxidante reagem cosi @ibindo a producédo do formazan (da SIL¥Aal,
1991).

Segundo Gaulejaet al, (1999) utilizaram este método para avaliar aiddie
sequestradora do radical superdxido em vinho tietogconcluiram que esta atividade,
usualmente atribuida aos taninos procianidico® &shbém relacionada as antocianinas
presentes nesta bebida.

Os extratos de folhas e caules extraidos com miet@nam selecionados e testados
frente ao Superoxido, tendo sido encontrada medhividade antioxidante nos extratos de

caule (figura 14).

Figura 14 - Atividade antioxidante — inibigdo do superoxim extratos de caule e folha em
MEOH
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Pode-se observar que o extrato proveniente de ddeleH esta levemente em
destaque, com 89,19% de inibicdo dos radicais,anquo extrato de folhas encontra-se com
88% de inibicdo do anion superoxido, porém ha umaadge diferenca no IC50 dos dois

extratos, de certo que quanto menor o IC50 maadivelade antioxidante.
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3.8 Atividade antimicrobiana

3.8.1 Atividade antimicrobiana qualitativa dos extrategetais - Aplicacdo dos discos de

difusao

Do total de extratos testados, apenas trés (25@esentaram atividade
antimicrobiana contr®. aureuginosacomo pode ser observado nos dados da tabela 12.
Dos extratos que apresentaram metabdlitos secosdzanim atividade antibacteriana, dois

sao provenientes de caule e um de folha, extraiclosietanol e acetato de etila.

Tabela 12 -Resultado do teste preliminar antimicrobiano epttgatos deV. venosae bactérig§ungos -
teste.

Atividade antimicrobiana — Extratos vegetais

Extratos vegetais E. coli P. aureuginosa | E. faecalis | S. aureus C. albicans

Fo. Hexano

Ga.J. Hex

Ga. M . Hex

Ca.Hex

Fo. AcCOET

Ga.J. AcOET

Ga. M . AcOET

Ca. AcOET

Fo. MeOH

Ga. J. MeOH

Ga. M. MeOH

- + - - -

Ca. MeOH
* (+) = presenca de halo de inibicdo do crescima@ttanicrobiano; (-) = auséncia de halo de inibidéo

crescimento do microbiano

Filho e Yunes, (1998), relatam em seus traballuesagsolvente mais adequado para
obtencdo do extrato bruto é o metanol, pois pd#aila extragdo de um maior nimero de
compostos com efeitos biologicos.

Os trés extratos apresentaram atividade de imibdgh crescimento da bactérfa

aureuginosatodos eles apresentaram halo de inibicdo de kcdianetro apos 48 horas e o
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controle positivo (tetraciclina 2rnigL) apresentou halo de 2crR. aureuginosaé micro-
organismo que possui forma de bacilos gram nega#eodbio, facultativo com minimas
exigéncias nutricionais, tolera grandes variedatesemperatura, vive no ambiente (solo,
plantas, frutas e vegetais), tem predilecdo podada. Infelizmente, com o uso abusivo e
indiscriminado de antimicrobianos, a incidéncia e aureuginosamultiresistente esta

aumentando e o tratamento clinico destas infecgg®é&sna um desafio (LIMA, 2006).

3.8.2 Atividade antimicrobiana quantitativa dos extratesgetais - Determinacdo da

concentracao inibitéria minima — CIM
Os trés extratos testados que apresentaram al@vidatimicrobiana na avaliagédo
preliminar foram submetidos a determinacéo da aaragio inibitdria minima (CIM) (figura

15) pela técnica de microdiluicdo em caldo (LIM#al, 2006; SANTOSet al, 2007).

Figura 15-Resultado do teste CIM entre extratod/d@enosa P. aureuginosa

Atividade antimicrobiana - CIM
Extratos

Testados
Fo. MeOH

Ca. MeOH

CIMpg/mL ¢ 200 400 600

Através dos resultados expressos na figura 15¢-pedoerceber que o extrato que
apresentou a menor concentragao para inibir oioreato deP. aureuginosdoi o extrato
bruto de caule MeOH, o qual apresentou o segundlsomdesempenho na determinacéo de
fendis totais, com 9, 74% destes e 59,05 pg eqcit® @alico. Este extrato apresentou
também, juntamente com os extratos de folhas drtrain MeOH e de caule extraido em
AcOEt, os melhores desempenhos de atividade adéinte frente ao DPPHABTS' e ao
anion superoxido.

Aligianis et al., (2001), propuseram uma classificacdo para magerggetais quanto

a inibicho do crescimento de micro-organismos, cbase nos resultados de CIM,
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considerando como forte inibicdo concentracfess@6ugmL; moderada com CIM entre
600 e 1500 pimL e como fraca com CIM acima de 1600/mg. Os valores encontrados
(125 e 500 pgnmL) estédo na faixa de forte inibicao.

Os resultados apontados levam a crer na corretpgéiba entre estes metabdlitos dos
extratos estudados relacionando fendis totaisdatie antioxidante e atimicrobiana, segundo
Lai et al., (1991) a capacidade antioxidante de produtos aiat@sta relacionada com sua
composicao de compostos fendlicos e a acdo dessesré@mper a cadeia de radicais livres
na etapa de iniciagdo do processo oxidativo.

Foi possivel perceber que a planta estudada,ayoesresultados razoaveis frente as
atividades biologicas testadas, porém para queteohsideravel relevancia na obtencao de
novos antimicrobianos e antioxidantes naturaise@ssario um estudo mais profundo, tais
como purificacdes, caracterizacoes, testes biaddgie compostos isolados até que se alcance
compostos bioativos.
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3.8.3 Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobianaSerenning em placa ELISA-

extratos fungicos — Meio fermentado - SPE

Sete extratos (25,9%) de isolados endofiticogidda venosaapresentararatividade

antifingica frente ao fung®. albicans.Este fungo é uma espécie dipléide que causa,

oportunamente, alguns tipos de infeccdo oral enaghgios seres humanos (Tabela 13).

Tabela 13 — Resultadodo teste de atividade antimicrobiana entre extrdtowyicos deV. venosae
bactérias/fungos - teste.

Atividade antimicrobiano — Extratos fangico — Meiofermentado

Extrato fungico E. coli P. aeuiginosa | E. faecalis S. aureus C. albicans

G1N SPE - - - - -

G1E1 SPE - - - - -

G1E3 SPE - - - - -

G1A4 SPE - - - - -

G1R SPE - - - - -

G1B SPE - - - - -

G1H SPE - - - - -

G1G SPE - - - - -

G1J SPE - - - - -

G1R1 SPE - - - - -

G1A1l SPE - - - - -

G1K SPE - - - - -

G2l SPE - - - - -

G2V SPE - - - -

G2M SPE - - - - n
G2U SPE - - - - n

G3 SPE - - - - -

G4 SPE - - - - -

G5 SPE - - - - -

G6 SPE - - - - -

G7 SPE - - - -

+ |+

G9 SPE - - - -

G10 SPE - - - - -

G13 SPE - - - -

+

G14 SPE - - - - T

G15 SPE - - - - -

G16 SPE ; - - - ;

* (+) = inibicdo do crescimento do microbiano;$-auséncia de inibicdo do crescimento do microbiano

Os extratos (G2U e G2M) provenientes do grup@&dletotrichum, apresentaram
atividade antifungica, também apresentaram atieid#el inibicioum extrato do grupo 7 e
um extrato do grupo 9, assim como um extrato priewee do grupo 13 um do grupo 14 e

16, estes foram direcionados a teste de atividade mntimana quantitativa.
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3.8.4 Atividade antimicrobiana quantitativa dosratds fungicos - Meio fermentado - SPE -

Determinacédo da concentracao inibitéria minimaM Cl

Na figura 17, podemos visualizar a concentracéimibedo de cada extrato frente a o
micro-organismo testado, a menor concentracdodaxdrato G2M, extrato proveniente do
fungo Colletrotichumcom 7,8 pgmL para inibicdo. O extrato G14 proveniente de uma
levedura inibiu com 12,5 YL, G16 e G13 inibiram o micro-organismo na conae#o de
31,2 ugmL, os provenientes do G9 e G7 inibiram na cone€atr de 62,5 |fOL e 0 extrato

do grupo G2U apresentou a maior concentragao pisigdo, com 1000 poL.

Figura 16 Atividade antifingica dos extratos fingiaiesVirola venosdrente aC. albicans.

Atividade antifungica - CIM - Extrato do meio

Extratos fermentado
Testados

G2U
G7
G9

G13
G16
G14
G2M

0 500 1000 1500
CIM pg/mL

Segundo a classificacdo de Aligiaeisal., (2001), € considerado como forte inibi¢céo
até 500ugmL; inibicdo como moderada CIM entre 600 e 150fmige como fraca. Contudo
todos os extratos exceto G2U apresentaram iniliagée frente aC. albicans.

De acordo com Souza (2004), na China, consegusalarideColletotrichum spum
novo metabdlito bioativo para inibicdo &acillus subtilis Staphylococcus aureuSarcina
lutea e Pseudomonas sjeste micro-organismo tinha sido isoladoAteemisia annuaplanta
medicinal de onde se extrai a artemisinina, droganalarica. DeArtemisia mongolicdoi
isolado Colletotrichum gloeosporioidesom as mesmas atividades acima citadas para
Colletotrichum sp(ZOU et al, 2000; HONG LUet al, 2000). Contudo neste trabalho uma
linhagem deColletotrichumaqui ensaiada apresentou atividades antifungicagefraC.

albicans.
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3.8.5 Avaliacao preliminar da atividade antimicrobian&creenning em placa ELISA-

Extratos fungicos — Micélio MeOH

Foram encontrados oito extratos (29,6%) de isoladdsfiticos d&/irola venosacom
atividade antifungica frente@. albicans. Os extratos que apresentaram resultados positivos
foram dos grupos G1K, G2M, G2V, G2I, G3, G5, G13GH#6. Estes extratos foram

direcionados ao teste de atividade antimicrobiarantitativa.

Tabela 14 —Resultadodo teste de inibicdo de micro-organismos, extréiogicos — extratos do micélio em
metanol de/. venosdrente bactérigdungos — teste.

Atividade antimicrobiano — Extratos fungico — Micéio MeOH

Extrato fungico E. coli P. aeuiginosa | E. faecalis S. aureus C. albicans

GIN - - - - -

G1E1 - - - - -

G1E3 - - - - -

G1A4 - - - - -

G1R - - - - -

G1B - - - - -

G1H - - - - -

G1G - - - - -

G1J - - - - -

G1R1 - - - - -

G1Al1 - - - -

G1K - - - -

G2l - - - -

G2V - - - -

+ |+ |+ [+

G2M - - - -

G2U - - - -

+ |

G3 - - - -

G4 - - - - -

G5 - - - -

+

G6 - - - -

G7 - - - - -

G9 - - - - -

G10 - - - - -

G13 - - - - n

G14 - - - - -

G15 - - - - -

G16 - ; : ; T

* (+) = inibicAo do crescimento dos patdgenosz(guséncia de inibicdo do crescimento dos patdgenos

Fica evidente a repeticao de resultados positivoslguns extratos provenientes do
mesmo fungo, ou seja, 0 extrato do G16 em meio detado apresentou atividade
antimicrobiana, assim como o extrato do seu migcéligto fica evidente para o G2M e G16.
Isso significa que este fungos sdo capazes de zpromiiernamente tais substancias que

possuam esta a¢do, assim como também podem ldsep@da um meio extra celular.
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3.8.6 Atividade antimicrobiana quantitativa dos ratds fungicos - Micélio MeOH -

Determinacgédo da concentragao inibitoria minimaM Cl

Os oito extratos testados que apresentaram atvidadifGngica na avaliacédo
preliminar foram submetidos a determinacdo da curegfo inibitoria minima (CIM) pela
técnica de microdiluicdo em caldo (LIM# al, 2006; SANTOSet al, 2007) (figura 18).

Figura 17 - Atividade antifungica dos extratos de micélio flongdeVirola venosdrente aC.
albicans.Concentragdo minima de inibigdo para cada extratade

Atividade antifungica - CIM- Extrato do Micélio
Extratos

Testados

G13
G5
G3

G2v
G2M
G1K
G2l
G16

0 200 400 600 800 1000 120(
CIM pg/ml

O melhor desempenho em atividade antifungica faoettado no extrato G16 na
concentracdo de 15,6 frgL, sendo este extrato proveniente do micélio dé”emiciullium.

Penicillium constituem um grupo de micro-organismos que snat®t elevada
quantidade de metabdlitos secundarios, atingindocenos casos, uma producdo 73%
superior a de outras classes de micro-organismédHO et al, 2005). Estes fungos
anamorfos sdo representados por aproximadamentesi&sies com 347 sinonimias, além
dos teleomorfogzupenicillium(45 espécies) €alaromycs (24 espécies) (PITT, 2000).

Da Silva (2010), trabalhando coRenicillium verificou que a maioria dos extratos
apresentou atividade contra bactérias Gram-posjti@am-negativas €. albicans A
atividade observada para os trés grupos de migar@mos pode ser atribuida a varios
constituintes sintetizadas por eles.

Os extratos G2l e G1K apresentaram inibicdo naesuracdo de 31,25 jgL. De

modo que o extrato de G2l pertence ao grupo deoBidg génercolletotrichium, eG1K
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pertence ao AscomicetoPhomophis. Os demais extratos apresentaram atividade
antimicrobiana a partir da concentracédo de 10Q0@Lgo que os caracteriza como fracos.

Ndo foram observados casos em que o0s metabodlitosoperam um maior
crescimento dos micro-organismos. Os trabalhos dgljé (1996) e Souzat al, (2004)
também observaram resultados semelhantes ao reafigzaios de culturas pareadas entre
micro-organismos endofiticos d&trus e de plantas toéxicas da Amazoénia, contra difesente
bactérias patogénicas.

Os extratos do grupo G2M em meio fermentado e wates do micélio do grupo G16
tiveram melhor destaque cont@ albicans e foram avaliados quanto a inibicdo ser
fungistatica ou fungicida. Foi observado crescimedé C. albicans frente aos extratos
testados, indicando atividade fungistatica A figd& mostra o crescimento do micror-

organismo nas placas.

Figura 18 — Crescimento d€andida albicangpds 24h

Estes resultados indicam uma complexidade na gé&erantre a microbiota endofitica
e seu hospedeiro, visto que a partir da producaoedabdlitos com atividade antimicrobiana,
0 enddfito pode estar auxiliando a planta a sendefecontra patdogenos. Do ponto de vista
bioldgico, a producdo de um dado metabdlito podduswlamentada em varios mecanismos
envolvidos na interacdo entre um micro-organismeee habitat, como por exemplo, a
competicdo por nicho onde um micro-organismo ocup@smo espacgo que outro, e depois

competicdo por nutrientes, ou ainda ser apenasifrai seu metabolismo.
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4 CONCLUSAO

A pesquisa do isolamento de fungos endofiticos ae csuwiacterizacdo se mostraram
promissora, em decorréncia dos grupos de fungdéedis® e sua importancia quanto as suas
atividades biologicas testadas, sendo relevantessiyel para a obtencédo de novos produtos
com acao antimicrobiana e antioxidante.

Quanto aos testes de verificacdo dos extratos aisget fungicos para fendis e
flavondides totais, pode-se verificar que tantasméados quantos 0s extratos vegetais sao
capazes de produzir tais compostos, entretant@ssiégm de estudos complementares, em
que a extracdo dos extratos, cultivo e producaiumigos sejam em condi¢cdes melhores que
possam sintetizar metabdlitos secundarios.

As atividades antioxidantes tanto dos extratos teggyerutos quanto dos extratos dos
fungos endofiticos, nos métodos direto e indirdiiizados na captura de radicais livres, os
resultados podem servir como um indicador, embol@5® ndo tenha sido relevante, em
extratos vegetais e fangicos. Entretanto, sdo sades repeticdes e estudos mais profundos
que possam validar e relacionar as interagcdes slagsed-organismos com sua hospedeira.

Os extratos vegetais testados, apenas trés (25%gemparam atividade antimicrobiana
contraP. aureuginosadestacando-se 0s provenientes de caule e fdllesonstrando que
esses extratos apresentaram testes positivos pattasses de compostos de metabdlitos
secundarios. E os extratos extraidos dos fungosfitinds, quinze apresentaram atividade
antifingica na avaliacao preliminar que foram suimos a determinacdo da concentracéo
inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiléig.

O melhor desempenho em atividade antifingica faioettado no extrato G16 na
concentracdo de 15,6 pg/mL, sendo este extrat@pieve do micélio de umeniciulliume
G2M na concentracdale 7,8 pgmL proveniente do meio liquido fermentado de um
Colletotrichium.

Estes resultados indicam uma complexidade na g&erantre a microbiota endofitica
e seu hospedeiro\arola venosana producao de metabdlitos com atividade antobiana,

0 enddfito pode estar auxiliando a planta a sendieiecontra patdgenos. Portanto, a producao
de fungos endofiticos pode ser mecanismos envavia® interacdo entre um micro-
organismo e seu habitat, como por exemplo, a cogdoetpor nicho onde um micro-
organismo ocupa 0 mesmo espaco que outro, e depuiseticdo por nutrientes, ou ainda ser

apenas produto do seu metabolismo.
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