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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que podem viver em associagcdo com espécies
vegetais, habitando o interior dos tecidos e érgdos sem causar danos ao hospedeiro. Esses
microrganismos séo considerados uma fonte alternativa e promissora na descoberta de novos
produtos naturais, pois possuem alta capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios com
propriedades quimicas e atividades bioldgicas de interesse biotecnoldgico. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a producdo metabolica e o potencial antioxidante e antimicrobiano dos
extratos de fungos endofiticos isolados de Annona jahnii. A partir da colecdo de
microrganismos do grupo GBQF, foram selecionados trés isolados fangicos. As cepas foram
reativadas, purificadas e conservadas. Além disso, foram caracterizadas morfologicamente e
identificadas através de técnicas moleculares. Para a obtengdo dos extratos as cepas foram
cultivadas em meio liquido BDL, ISP2 e AVEIA, e incubadas em shaker a 130rpm nas
temperaturas de 18° e 26 °C por 15 dias. Apos o periodo, o liquido fermentado foi extraido com
acetato de etila por meio da técnica de extracdo liquido-liquido. Os extratos foram
caracterizados quimicamente por CCD, espectrometria de massas com fonte de ionizacgdo
quimica a pressao atmosférica (APCI-EM) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia até
fragmentacdo MS" (CLAE-APCI-MS/MS). O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado
por acdo sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e pela inibicdo da
auto-oxidacdo do sistema p-caroteno/acido linoleico. A atividade antimicrobiana foi
determinada por meio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em placas Elisa, contra os
patdgenos clinicos E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis e C. albicans. Os endofiticos
selecionados foram identificados como Trichoderma harzianum, Penicillium sp e Aspergillus
sp. Com relacdo aos extratos, observou que os isolados produziram mais biomassa quando
cultivados em meio BDL sob a temperatura de 26°C, sendo os extratos mais promissores
EFASP (390,2mg) e EFPEN (348,3mg) respectivamente. A prospecgdo preliminar por CCD
dos extratos brutos revelou a presenca de compostos pertencentes a classe dos alcaloides,
terpenos e flavonoides em todos os extratos. A analise dos extratos por APCI-MS no modo [M-
H]* revelou que os extratos possuem perfis distintos. A analises cromatograficas e
espectrométricas das fracbes FR4 e FR17, obtidas do extrato EFASP apresentaram perfis
similares caracteristicos de mistura e sugerem a presenca de compostos isoméricos pertencentes
a classe de metabdlitos das citocalasinas. Quanto a atividade antioxidante, o método DPPH
revelou que os extratos EFASP (0,005mg/mL) e EFPEN (0,012mg/mL) apresentaram a melhor
acdo antioxidante. Enquanto que, no método auto-oxidacdo do sistema p-caroteno/acido
linoleico, o melhor potencial foi observado no extrato EFPEN (45,94%). Em relacédo a atividade
antimicrobiana, verificou-se que os extratos foram ativos contra os patdgenos testados. Os
dados obtidos nesse estudo evidenciam a potencialidade dos extratos fangicos e destacam a
importancia do estudo dos fungos endofiticos, que podem ser fonte para novas substancias
bioativas. Além disso, esses resultados sdo inéditos para a espécie A. jahnii.

Palavras chaves: Microrganismo endofitico. Annonaceae. Metabdlitos bioativos.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that can live in association with plant species, inhabiting
the interior of tissues and organs without causing damage to the host. These microorganisms
are considered an alternative and promising source in the discovery of new natural products,
since they have high capacity to synthesize secondary metabolites with chemical properties and
biological activities of biotechnological interest. The objective of this work was to evaluate the
metabolic production and antioxidant and antimicrobial potential of the extracts of endophytic
fungi isolated from Annona jahnii. From the collection of microorganisms from the GBQF
group, three fungal isolates were selected. The strains were reactivated, purified and preserved.
In addition, they were characterized morphologically and identified by molecular techniques.
To obtain the extracts the strains were cultured in liquid medium BDL, ISP2 and AVEIA, and
incubated in shaker at 130rpm at temperatures of 18 ° and 26 ° C for 15 days. After the period,
the fermented liquid was extracted with ethyl acetate using the liquid-liquid extraction
technique. The extracts were chemically characterized by CCD, mass spectrometry with
atmospheric pressure chemical ionization (APCI-EM) and high performance liquid
chromatography until MSn fragmentation (CLAE-APCI-MS / MS). The antioxidant potential
of the extracts was evaluated by the sequestering action of the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and by inhibiting the auto-oxidation of the S-carotene / linoleic acid
system. The antimicrobial activity was determined by means of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) in Elisa plagues against the clinical pathogens E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, E. faecalis and C. albicans. The selected endophytes were identified as Trichoderma
harzianum, Penicillium sp and Aspergillus sp. Regarding the extracts, it was observed that the
isolates produced more biomass when cultivated in BDL medium under the temperature of 26 °
C, with the most promising extracts EFASP (390.2mg) and EFPEN (348.3mg) respectively.
Preliminary CCD prospecting of crude extracts revealed the presence of alkaloid, terpene and
flavonoid compounds in all extracts. Analysis of extracts by APCI-MS in [M-H] + mode
revealed that the extracts had distinct profiles. The chromatographic and spectrometric analyzes
of the FR4 and FR17 fractions obtained from the EFASP extract presented similar profiles
characteristic of the mixture and suggest the presence of isomeric compounds belonging to the
class of cytochalasins. Regarding antioxidant activity, the DPPH method showed that the
extracts EFASP (0.005mg / mL) and EFPEN (0.012mg / mL) presented the best antioxidant
action. While in the auto-oxidation method of the p-carotene / linoleic acid system, the best
potential was observed in the EFPEN extract (45.94%). In relation to the antimicrobial activity,
it was verified that the extracts were active against the pathogens tested. The data obtained in
this study show the potentiality of fungal extracts and highlight the importance of the study of
endophytic fungi, which may be the source of new bioactive substances. In addition, these
results are unprecedented for A. jahnii species.

Key words: Endophytic microorganism. Annonaceae. Bioactive metabolites.
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1 INTRODUCAO

As plantas séo fonte importante de substancias naturais, representando um grande
potencial de compostos bioativos. Isto se deve ndo apenas pela quantidade de espécies vegetais
existentes, mas principalmente, pela variedade de metabolitos sintetizados por elas.

O desenvolvimento nas pesquisas em busca de novos produtos naturais tem sido
continuo, principalmente, pelo interesse em obter compostos com potencial bioldgico para
desenvolver novos farmacos, que proporcionem beneficios ao nosso organismo.

A familia Annonaceae possui uma variedade de espécies com distribuicdo tropical,
sendo 0 género Annona o mais estudado e considerado o mais importante economicamente. No
entanto, apesar de ser um género bastante explorado do ponto de vista quimico e bioldgico,
existem espécies poucos estudadas, como é o caso da espécie Annona jahnii Saff, amplamente
encontrada nas areas de savanas do Estado de Roraima. Os estudos com essa planta resumem-
se ao isolamento de acetogeninas com boa atividade citotdxica frente a células tumorais. Em se
tratando de fungos endofiticos ndo existem estudos relatando a microbiota associada a espécie.

Os fungos endofiticos vivem em associacdo simbidtica com muitas espécies vegetais,
proporcionando beneficios como defesa ao vegetal contra o ataque de patdgenos, herbivoros e
pragas, resisténcia a condicdes de estresse e estimulam o crescimento do hospedeiro. Além
disso, sdo considerados fonte alternativa e inexplorada de metabdlitos secundarios com
importantes atividades bioldgicas, tais como antioxidante e antimicrobiana entre outras.

Diante disso e motivados pela caréncia de estudos envolvendo fungos endofiticos
associados a espécie A. jahnii, este trabalho tem como objetivo avaliar a producdo metabdlica
e o potencial antioxidante e antimicrobiano dos extratos fungicos. Dessa forma, selecionou-se
trés fungos endofiticos, os quais foram caracterizados morfologicamente e identificados por
meio de técnicas moleculares. Determinou-se o melhor meio de cultura bem como a
temperatura ideal para obtencéo dos extratos fungicos. Além disso, obteve-se o perfil quimico,
caracterizou-se a presenca de compostos das classes de metabolitos secundarios e avaliou-se o

potencial biol6gico dos extratos dos fungos estudados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo serdo apresentadas consideragOes gerais sobre fungos, uma abordagem
sobre fungos endofiticos sua relacdo com a planta hospedeira, sua importancia quimica e

bioldgica e ainda uma visdo geral sobre a espécie Annona jahnii.

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FUNGOS

Os microrganismos compreendem uma grande biodiversidade, inclui fungos, bactérias,
virus, protozoarios e algas unicelulares que podem ser encontrados nos mais variados tipos de
habitats como nas plantas, na &gua, no solo, nas regides articas, nos desertos entre outros. Esses
organismos desempenham fungfes importantes ao meio ambiente, pois atuam na decomposi¢éo
da matéria organica promovendo a ciclagem dos nutrientes que se tornam disponiveis para
outros seres vivos (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).

Os fungos sao organismos eucariontes, unicelulares (leveduras) ou pluricelulares, estes
altimos caracterizados pela formacdo de estruturas filamentosas, denominadas hifas que
constituem o micélio. Os fungos filamentosos constituem a maioria dos fungos microscopicos,
onde na fase reprodutiva, o micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que originam 0s
esporos, 0s quais sdo responsaveis pela propagacao das espécies (MOREIRA; SIQUEIRA et
al., 2006). Além disso, as estruturas de reproducdo sexuais sdo fundamentais para a
identificacdo dos isolados, especialmente no método classico de identificacdo, que exige
extenso treinamento, engquanto metodologias moleculares permitem de modo relativamente
simples a identificacdo a nivel especifico (TAKAHASHI et al., 2017).

Em geral, os fungos filamentosos apresentam alta capacidade de produzir varios
metabdlitos secundarios de interesse biotecnoldgico. Os produtos das rotas metabdlicas incluem
importantes farmacos como a penicilina isolada do fungo Penicillium (Figura 1) e descrita por
Alexander Fleming em 1928 (GUIMARAES et al., 2010; JBPML, 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica da classe das penicilinas isolada do fungo Penicilium.
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Fonte: Calixto e Cavalheiro (2012).
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A comprovagdo do potencial terapéutico da penicilina, foi a motivacdo inicial na
procura por novas substancias sintetizadas por microrganismos. Em virtude disso, muitas
pesquisas em busca de metabolitos bioativos foram realizadas e levaram a descoberta de novos
antibidticos obtidos de fungos e bactérias do meio ambiente, como por exemplo, 0 composto
cefalosporina (Figura 2) entre outros (FERNANDES, 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica do antibiotico cefalosporina obtida de microrganismos.
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Fonte: Fernandes (2006).

2.2 FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos sdo definidos por sua ocorréncia assintomatica dentro dos
tecidos vegetais, de modo geral suas partes aéreas como folhas, galhos e caules. Estes
organismos colonizam varios habitats e organismos vivos, sendo isolados principalmente nas
plantas tropicais das quais abrigam uma variedade de endo6fitos (RODRIGUEZ et al., 2009). A
biodiversidade dos fungos endofiticos € composta principalmente por representantes dos filos
Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota, neste ultimo encontram-se a maioria dos fungos
endofiticos, muitos ainda ndo estudados e que surgem como alternativa para descoberta de
novos produtos naturais (ARNOLD et al., 2007; KUSARI; PANDEY; SPITELLER, 2013).

As plantas podem hospedar diversos microrganismos endofiticos, sendo possivel o
isolamento de uma grande quantidade de espécies a partir de uma Unica planta. Entretanto
estudos demonstram que em cada hospedeiro vive associado um conjunto caracteristico de
endofiticos e que estes Ihe s&o comumente especificos (MUSSI-DIAS et al., 2012).

As interacOes dos endofitos com a planta hospedeira ainda ndo sdo bem compreendidas,
mas sabe-se que de uma hospedeira para outra, pode variar de simbidtica (mutualismo e
comensalismo) a antagonica. Nas relacdes mutualisticas os endéfitos sdo capazes de sintetizar
metabolitos bioativos que proporcionam vantagens a planta hospedeira, em contrapartida os
endofitos sdo protegidos pela planta hospedeira e recebem nutrientes necessarios para concluir
0 seu ciclo de vida (SANTOS et al., 2013).
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Em geral, os endofiticos instalam-se na planta hospedeira por meio de aberturas
naturais como estbmatos ou raizes secundarias, ou por meio de lesbes causadas por insetos ou
pela pratica agricola que facilitam sua penetracdo (AZEVEDO, 2014). No entanto, alguns
fatores como a idade da planta, 0 modo de transmissdo e condi¢es ambientais influenciam nas
interacdes endofitico-planta (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).

Considerando as partes da planta, o caule e as folhas sdo considerados os mais
habitados por fungos endofiticos. Porém, a frequéncia e composicdo destes endofitos nos
tecidos podem variar de acordo com a espécie hospedeira, tipo de solo, idade da planta,
distribuicdo geogréfica entre outros (AZOFEIFA et al., 2012; BANHOS et al., 2014).

Esses microrganismos apresentam grande habilidade em produzir metabolitos
secundarios que servem de base para fabricacdo de diversas substancias como antibidticos,
toxinas, enzimas e outros produtos de interesse biotecnoldgico. Além disso, desempenham
fungdes importantes para sobrevivéncia e desenvolvimento do hospedeiro, tais como,
resisténcia as condicGes de estresse, protecdo contra pragas e patdgenos, promovem o
crescimento através da producdo de fitohormonios entre outros (SANTOS; VARAVALLO,
2011).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de conhecer a diversidade de
compostos bioativos produzidos por esses microrganismos e sua utilizacdo na agricultura e na
industria farmacéutica. Na agricultura os fungos endofiticos vem sendo utilizados como
promotores de crescimento e como agentes no controle de pragas, possibilitando assim
solucionar os problemas ocorrentes no campo de forma econdmica e sustentavel (MUSSI-DIAS
etal., 2012).

Uma das vantagens de se trabalhar com esse grupo de microrganismos € que eles
podem ser cultivados em meios de cultura de baixo custo ou com residuos industriais
alimenticios, em laboratorios e em fermentadores industriais, ndo havendo assim, prejuizo ao
ecossistema. (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012). Além disso, as condigbes classicas de
cultivo como pH, temperatura componentes nutricionais e luminosidade podem ser ajustadas
para modificar as vias biossintéticas, conduzindo assim, a producdo de metabdlitos secundarios
(TAKAHASHI et al., 2017).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR FUNGOS ENDOFITICOS.

Os fungos endofiticos constituem uma fonte rica e pouco explorada de metabdlitos

secundarios descritas na literatura, sendo responsaveis pela sintese de uma variedade de
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compostos, incluindo alcaloides (YUNIANTO et al., 2014), esteroides (MARINHO;
MARINHO; FILHO, 2009), terpenoides (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013),
flavonoides (LI et al., 2015) com diferentes propriedades e atividades bioldgicas como
antioxidante (ZHAO et al., 2014), citotdxica e antimicrobiana entre outras (WANG et al., 2011).
No quadro 1, sdo apresentados alguns metabdlitos secundarios com propriedades bioativas,

produzidos por fungos endofiticos.

Quadro 1 — Exemplos de metabolitos bioativos produzidos por fungos endofiticos.

FUNGO PLANTA 2 ATIVIDADE
ENDOFITICO HOSPEDEIRA | METABOLITO 1 g5, 6Gica
Pestalotiopsis Terminalia Pestacina e Antimicrobiana
microspora morobensis isopesticina Antioxidante
Acremoniun sp. Hurpezia serrata Hurpezina A Enzimatica
Phomopsis sp. Efyth””a. Phomol Citotoxica
cristagalli
Eupenicillium spp. Murraya Alantrifenona Inseticida
paniculata
Alternaria sp. Catharanthus roseus Vinblastina Anticancerigena

Fonte: Adaptado de Specian et al., (2014).

Pode-se ainda inferir que os fungos endofiticos sdo capazes de produzir compostos
bioativos similares aos sintetizados pela planta hospedeira (FREIRE; VASCONCELOS;
COUTINHO, 2014). Um bom exemplo é o taxol, um diterpenoide utilizado no tratamento de
cancer de ovario e de mama, originalmente isolado da planta Taxus brevifolia, mas que também
pode ser sintetizado pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae associado a esta espécie.
(STROBEL; DAISY, 2003).

Outra substancia bioativa é a podofilotoxina um anticancerigeno, produzido pelo fungo
Trametes hirsuta isolado da planta Podophyllum hexandrum, que também produz esse
composto (PURI et al., 2006). A vincristina € outro anticancerigeno extraido da planta
Catharanthus roseus, mas que também pode ser obtido a partir do fungo endofitico Fusarium
oxysporum associado a esta espécie vegetal (KUMAR et al., 2013). A estrutura quimica desses

compostos pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3— Exemplos de metabolitos bioativos produzidos por fungos endofiticos e suas plantas

hospedeiras.
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Fonte: Adaptada de Specian et al. (2014).

Vincristina /
Podofilotoxina

Estudos recentes tém demonstrado a producao das principais classes de alcaloides, 0s
quais exibem excelentes atividades bioldgicas tais como antimicrobiana (YU et al., 2010),
citotoxicas (YUNIANTO et al., 2014), como o alcaloide asperfumoide produzido pelo endéfito
Aspergillus fumigatus isolado de Cynodon dactylon, que apresentou atividade antimicrobiana
contra Candida albicans (ZHANG et al., 2012). A glandicolina B obtido a partir do fungo
endofitico Penicillium sp. associado a planta Mauritia flexuosa, com moderada acdo
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Escherichia coli
(KOOLEN et al., 2012). Outro exemplo de alcaloide é a camptotecina, isolada do fungo
endofitico Fusarium sp. associado a Nothapodytes foetida, com atividade citotoxica frente a
células de cancer humano (SPECIAN et al., 2014). A estrutura quimica desses alcaloides pode
ser observada na Figura 4.

Figura 4— Exemplos de alcaloides produzidos por fungos endofiticos.
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Asperfumdide glandicolina B
Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2012).

Na familia Annonaceae ainda sdo incipientes os estudos quimicos e bioldgicos de
alcaloides provenientes de fungos endofiticos. Na literatura, ha apenas um trabalho realizado
por Yunianto et al. (2014), que descrevem o isolamento dos alcaloides meleagrine e chrysogine

(Figura 5) obtidos do fungo endofitico Penicillium sp. associado a Annona squamosa L.



22

Figura 5 — Alcaloides produzidos pelo fungo endofitico Penicillium sp. de A. squamosa L.

Crisogina

Meleagrina
Fonte: Adaptado de Yunianto et al. (2014).

No acervo de substancias bioativas oriundas de fungos endofiticos destacam-se também
a classe das citocalasinas, um grupo de micotoxinas com potencial bioativo contra células
cancerigenas, fungos, virus e bactérias, sendo estas amplamente produzidas pelos géneros
Aspergillus sp, Acremonium sp., Chaetomium sp., Phomopsis sp. entre outros (WANG et al.,
2018). Wei et al. (2017) em seu estudo sobre o fungo A. flavipes isolaram uma série de
citocalasinas pertencentes ao grupo das flavicalasinas e apocalasinas do extrato, bem como da

cultura solida de A. flavipes (Figura 6).

Figura 6 — Citocalasinas produzidas pelo fungo endofitico Aspergillus flavipes.

Flavicalasina Aspocalasina
Fonte: Adaptado de Wei et al. (2017).

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

A seguir serdo abordadas consideracdes gerais sobre as atividades bioldgicas, tais como

antioxidante e antimicrobiana realizadas com extratos obtidos de fungos endofiticos.

2.4.1 Avaliacao da atividade antioxidante

A propriedade antioxidante esta relacionada a varios mecanismos de acéo incluindo a

captura dos radicais livres, que em excesso provocam o chamado estresse oxidativo, causando
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um desequilibrio nos processos fisioldgicos do corpo humano, muitas vezes associados ao
envelhecimento precoce e doencas de carater degenerativo como o cancer, doengas cardiacas,
entre outras (ALVES et al., 2010). Os fungos endofiticos, por sua vez produzem metabolitos
que vém sendo estudados como alternativa para combater o processo oxidativo (SPECIAN et
al., 2014).

Alguns estudos tém demonstrado o efeito antioxidante de metabdlitos produzidos por
fungos endofiticos como o realizado por Yadav et al. (2014) que avaliaram a atividade
antioxidante dos extratos dos endofitos Chaetomium sp., Aspergillus sp., Aspergillus
peyronelii e Aspergillus niger associados a espécie vegetal Eugenia jambolana Lam, e
verificaram que 0s mesmos apresentaram excelente atividade antioxidante quando avaliados
pelo método DPPH. Vasundhara, Baranwal e Kumar (2016) obtiveram resultado similar, ao
avaliar o potencial antioxidante do fungo endofitico Fusarium tricinctum, através do método
DPPH. Do mesmo modo, Prihantini e Tachibana (2016) isolaram e demonstraram que 0S
compostos acido tdrico e &cido 6-metil-salicilico produzidos por fungos endofiticos do género
Pseudocercospora apresentaram boa atividade antioxidante, quando realizada pelo método
DPPH e B caroteno/acido linoleico.

Devido a grande variedade quimica existente entre 0s compostos, diversos ensaios in
vitro tém sido utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de um determinado composto
ou amostras. Dentre os métodos espectrofotométricos in vitro, destacam-se 0S ensaios:
avaliacdo da acdo sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e auto
oxidacgdo do sistema S-caroteno/acido linoleico entre outros (ALVES et al., 2010; SUCUPIRA
etal., 2012).

2.4.2 Acdo sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Entre os métodos mais utilizados para analisar o potencial antioxidante, o radical
DPPH é um dos mais aplicados em estudos com compostos naturais, inclusive de extratos de
fungos endofiticos. Este método baseia-se na teoria de que um doador de hidrogénio é um
antioxidante, desta forma o radical livre estavel DPPH, o qual possui absor¢do méaxima a 515-
520 nm, ao capturar um radical hidrogénio da molécula antioxidante, apresenta um decaimento
na absorbancia e consequentemente na coloracdo, passando da cor violeta para amarelo,
conforme representado na Figura 7 (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). De acordo com
Sucupira et al. (2012) esse ensaio € considerado rapido, pratico e com boa estabilidade que néo

envolve condigdes elevadas de temperatura e oxigenagéo.
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Figura 7— Esquema reacional entre o radical livre DPPH e uma molécula antioxidante.

RH NO,
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Fonte: Adaptado de Liang e Kitts (2014).

Os resultados sdo expressos de diversas formas, sendo a concentracdo inibitoria de 50%
(ICsp), definida como a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a concentragdo de
DPPH. Logo, quanto maior o consumo de DPPH menor serd o ICsp e maior a atividade
antioxidante, ou seja, maior a capacidade do composto em neutralizar os radicais livres
(BORGES et al., 2011).

2.4.3 Auto oxidacio do sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante por este método esta relacionada com a capacidade de alguns
compostos em proteger ou diminuir a oxidagdo do s-caroteno. Essa oxidagao é provocada pelos
radicais livres formados durante a peroxidacdo do &cido linoleico que atacam o cromdéforo do
[S-caroteno resultando no clareamento da emulsdo (solugcdo-sistema), passando de amarelo
intenso para amarelo claro, como ilustrado na Figura 8 (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Figura 8- Esquema reacional da formacao da solucdo de sistema S-caroteno/acido linoleico.
HscWWV\WmH

Presenca de compostos
Antioxidantes (RH)
0,
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Fonte: Adaptado de Silva, Borges e Ferreira (1999).
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Ao adicionar uma amostra contendo compostos antioxidantes, origina-se uma
competicdo entre estas com o radical peroxil, contribuindo assim para retardar ou inibir a
diminuicdo da absorbancia do s-caroteno (ALVES et al, 2010). Este método in vitro é muito
utilizado para avaliar a atividade antioxidante, pois ndo recorre a altas temperaturas permitindo
assim a determinagdo de compostos termossensiveis. Entretanto, apresenta algumas
desvantagens como a dificuldade de interpretagdo dos dados devido a interacdo do f-caroteno

com o oxigénio e a reprodutibilidade dos valores de absorbancias médias (MIGUEL, 2010).

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O potencial antimicrobiano de compostos naturais € medido por meio da exposi¢éo de
uma pequena quantidade da substncia necessaria para inibir o crescimento do micro-
organismo de interesse clinico, utilizado como teste (OSTROSKY et al., 2008).

Dados literarios revelam que os fungos endofiticos apresentam compostos com acao
inibitéria contra microrganismos patogénicos, como descrito por Zhao et al. (2012) que
avaliaram o potencial antimicrobiano dos metabdlitos ergosta-5,7,22-trien-3-ol, 2,3-di-hidro-5-
hidroxi-a e a-dimetil-2-benzofuranometanol isolados do fungo endofitico Gliomastix murorum,
associado a espécie Paris polyphylla frente as bactérias Agrobacterium tumefaciens,
Escherichia coli, Pseudomonas lachrymans, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
vesicatoria, Bacillus subtilis e Staphylococcus haemolyticus e constataram por meio dos
ensaios de concentragdo minima inibitéria (CIM), que os metabdlitos deste fungo endofitico
possui boa atividade antimicrobiana.

Desale e Bodhankar (2013) verificaram a capacidade de inibicdo do endofitico
Phomopsis sp. obtido de Vitex negundo contra bacterias patogénicas E. coli, S. typhimurium, B.
cereus, B. subtilis e S. aureus, das quais o resultado foi mais significativo contra E. coli e S.
typhimurium com halo de inibicdo com cerca de 24 e 22 mm respectivamente. Banhos et al.
(2014) avaliaram a atividade antimicrobiana dos isolados endofiticos de Myrcia guianensis,
contra S. aureus, E. faecalis, C. albicans e Penicillium avellaneum e constataram que os fungos
endofiticos do género Pestalotiopsis, Nectria haematococca e Phomopis apresentaram boa agéo
antimicrobiana.

Dentre os métodos utilizados para investigar a atividade antimicrobiana de extratos ou
fracOes, destacam-se os métodos in vitro de difusdo em agar considerados qualitativos, pois

revelam apenas a presenca ou auséncia de substancias com potencial antimicrobiano e 0s
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métodos de microdiluicdo, os quais sdo semiquantitativos e determinam a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) das amostras (SILVEIRA et al., 2009).

2.5.1 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Neste método os testes sdo realizados em meio de cultura liquido, onde sdo
relacionados a proporcdo de crescimento do microrganismo e a concentragdo da substancia
testada. A avaliacdo é realizada comparando os resultados com um padrdo bioldgico de
referéncia (OSTROSKY et al., 2008). Como controle positivo é utilizado no meio liquido uma
substancia com potencial antimicrobiano (padrdo) e como negativo o meio de cultura usado no
ensaio e na suspencao microbiana (BONA et al., 2014). Duas metodologias séo utilizadas neste
método, a macro e microdilui¢do, também conhecida como Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM).

A CIM corresponde a menor concentracdo do agente capaz de inibir completamente o
crescimento do microrganismo teste (MADIGAN et al., 2010). Este ensaio consiste em preparar
diluicdes sucessivas do antimicrobiano teste (Figura 9) em meios de cultura liquido, cultivar o
microrganismo e apos incubacéo, avaliar a menor concentracéo do antimicrobiano que inibiu o
crescimento do patégeno. De modo geral os ensaios sdo realizados em microplacas, utilizando
0 volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Figura 9— Esquema da dilui¢cdo em série para determinacédo da Concentracdo Inibitoria Minima.
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De acordo com Silveira et al. (2009), o crescimento do microrganismo é determinado
por meio da observacao direta ou pelo uso de espectrofotbmetro em comprimento de onda
especifico, ap6s as amostras serem coradas com reveladores especificos. As vantagens deste
método séo: fornece resultados quantitativos, requer uma quantidade minima de amostra, baixo
custo e sensibilidade em comparacdo a outros métodos descritos na literatura (OSTROSKY et
al., 2008).

2.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ANONNACEAE

Em meio a diversidade bioldgica existente na Amazodnia, um grupo de plantas
pertencentes a familia Annonaceae destaca-se por sua importancia econdémica. Essa familia
abrange aproximadamente 135 géneros e 2500 espécies, sendo os géneros Annona (150
espécies), Duguetia (95) e Guatteria (265) os maiores. As espécies dessa familia sdo
caracterizadas como arvores e arbustos, com distribuicdo tropical encontradas principalmente
na América do Sul e Asia (SMITH et al., 2004).

A importancia econémica de algumas espécies de Annonaceae estd relacionada a
producéo de frutos comestiveis, bem como sua utilizagdo na inddstria como matéria prima para
aproducdo de cosméticos e como plantas ornamentais (SOUZA; LORENZI, 2008). Além disso,
varias especies dessa familia sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de inUmeras
doengas, como € o caso do cha das folhas de Duguetia furfuracea usado como recurso
terapéutico para o reumatismo (FENNER et al., 2006) e o uso das raizes e folhas de Uvaria
caffra que ajudam a minimizar a tosse (MULAUDZI et al., 2012).

A familia Annonaceae se destaca pela producdo de varios metabdlitos secundarios,
responsaveis com excelentes atividades bioldgicas (DI STASI et al., 2002; LEBOEUF et al.,
1982). A discretamina, a squamocina L., o Canferol-3-O-arabinosideo e o &cido 8(17), 12,14-
labdatrieno-18-oico sdo exemplos de moléculas bioativas isoladas de diferentes partes de
plantas desta familia (FECHINE et al., 2002; LIMA; PIMENTA; BOAVENTURA, 2010;
RIBEIRO et al., 2007; SANTOS, SALATINO 2000).

2.6.1 Género Annona

O género Annona pertence a familia Annonaceae e compreende cerca de 150 espécies
de arvores e arbustos. No Brasil é distribuido principalmente na Amaz6nia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica e Pantanal, destacando-se na familia por possuir espécies economicamente
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importantes que produzem frutos comestiveis, amplamente cultivados e comercializados no
pais, tais como: A. squamosa L. (fruta do conde ou pinha), A. muricata L. (graviola), A.
reticulata L. (fruta da condessa) entre outras (LORENZI; MATOS 2008; MAAS; LOBAO;
RAINER 2016). De acordo com dados disponiveis no herbério virtual INCT-Herbéario Virtual
da Flora e dos Fungos (2016), o género possui cerca de 19 espécies registradas no estado de
Roraima, dentre as quais as de maior ocorréncia sdo: A. Jahnii Saff, A. hipoglauca Mart e A.
dencicoma Mart, respectivamente.

Do ponto de vista fitoquimico, estudos revelam que o género Annona tem sido muito
estudado por ser fonte promissora de compostos das classes de alcaloides (TELES et al., 2015),
acetogeninas (SUN et al., 2016), flavonoides (VEGA et al., 2007) e terpenoides (NHIEM et al.,
2015). No que se refere as atividades bioldgicas, dados literarios mostram que suas espécies
evidenciam varias, como por exemplo, a atividade antioxidante relatada por Benites (2015) aos
extratos dos frutos de A. coriaceae A. sylvatica,; atividade antimicrobiana dos extratos das folhas
de A. verpretorum (ALMEIDA et al., 2014); atividade leshimanicida e citotoxica dos extratos
das folhas e sementes de A. mucosa (LIMA et al., 2012); atividade anti-inflamatdria dos extratos
das folhas de A. dioica (FORMAGIO et al., 2013) e antidiabética dos extratos das folhas de A.
muricata (FLORENCE et al., 2014).

Em se tratando de trabalhos envolvendo fungos endofiticos como matéria prima para
o isolamento de novas moléculas bioativas, e sobre sua constitui¢do quimica, ainda s&o poucos
os estudos, considerando o numero de especies existente no género. Na literatura, séo
reportados alguns trabalhos que descrevem o isolamento de metabolitos obtidos de fungos
endofiticos isolados apenas da espécie A. squamosa. No estudo de Lin et al. (2011) com a
espécie, foram isolados trés novos triterpenos do fungo Xylarialean sp. com moderada atividade
citotoxica obtida mediante ensaios in vivo com linhagem celular de tumor humano HepG2.
Também foram isolados lactona, antraquinona e sesquiterpenos de Phomopsis sp. (LIN; LU;
SHEN, 2008) e alcaloide de Penicillium sp. (YUNIANTO et al., 2014).

2.6.2 Espécie Annona jahnii Saff.

A espécie A. jahnii é difundida na América do Sul, em paises como Colémbia,
Venezuela e Brasil (Figura 10). No Brasil ha 39 registros da espécie, com distribuicdo nos
estados do Amazonas (1), Mato Grosso (2), Para (1), Rondénia (3) e Roraima, sendo neste a
maior ocorréncia da espécie com cerca de 30 registros (REDE SPECIES LINK, 2016).
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Figura 10— Espécie Annona jahnii Saff.

Fonte: Adaptda de Balo (2015).

Esta arvore de pequeno porte é encontrada em areas de savana e florestas. Possui fruto
com amadurecimento rapido, sabor doce e textura semelhante a graviola (BARLO, 2015). E
conhecida popularmente na Venezuela como guanabano de monte, manirito, pepuro e pepino
de rebalse. No Brasil mais especificamente no estado de Roraima, seus nomes populares sao
desconhecidos, mas a espécie é conhecida por duas sinonimias: A. ulei e A. guaricensis (GBIF,
2018).

Em relacdo aos estudos quimicos e bioldgicos realizados com a espécie, ainda séo
poucos os trabalhos descritos na literatura, sendo relatados apenas trés trabalhos, os quais
descrevem o isolamento de acetogeninas isoladas de galhos, com potencial citotdxico frente a
linhagens de células tumorais (COLMAN-SAIZARBITORIA et al. 1998, 1999, 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942298003161
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3 OBJETIVOS

Visando solucionar as questfes desse trabalho foram tragados os seguintes objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

= Auvaliar a producdo metabdlica e o potencial antioxidante e antimicrobiano dos extratos

de fungos endofiticos isolados de Annona jahnii Saff.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Selecionar isolados da colecdo de microrganismo para producdo de metabdlitos
secundarios

= Caracterizar morfologicamente os fungos selecionados;

= |dentificar molecularmente os fungos selecionados;

= Determinar o melhor meio de cultura e temperatura para a producdo de extratos dos
fungos selecionados;

= Auvaliar o perfil quimico dos extratos fingicos selecionados com base no rendimento;

= Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos fungicos selecionados
com base no rendimento;

= Realizar o estudo quimico dos extratos dos extratos de um dos fungos selecionados.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo apresentadas as atividades desenvolvidas durante esta pesquisa
(Figura 11). As analises foram realizadas nos laboratérios do Nucleo de Pesquisas Energéticas
(NUPENERG) e do Programa de Pds-Graduacdo em Recursos Naturais (PRONAT), da
Universidade Federal de Roraima (UFRR), e nos laboratdrios da central analitica pertencentes
ao Centro de apoio multidisciplinar — CAM da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Figura 11— Esquema geral das atividades realizadas para o estudo dos fungos endofiticos
isolados de A. jahnii.
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4.1 SELECAO DOS ISOLADOS

A partir da colecdo de microrganismos do Grupo de Biotecnologia e Quimica Fina
(GBQF) da UFRR, foram selecionados trés fungos endofiticos isolados de A. jahnii
pertencentes a grupos morfoldgicos pré caracterizados a nivel de género. As cepas foram
escolhidas adotando como critérios os aspectos macro morfolgicos como coloragao do micélio,
textura, tamanho e pigmentacéo difusa produzida pelas colonias.
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4.2 REATIVACAO, PURIFICACAO E CONSERVACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos selecionados foram reativados em placas de Petri contendo os meios de
isolamento BDA+L preparado com 100g de batata inglesa, 10g de Dextrose, 1g de Extrato de
levedura e 7,5g de Agar. E o meio ISP2 foi preparado com 5g de Amido de milho, 2g de Extrato
de levedu