UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

ANA LUISA LOPES ERNESTO REIS

ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO PRODUTO DA FERMENTAQAO DO
FUNGO ENDOFITICO Gibberella moniliformis, PROVENIENTE DO MANGUE
BRASILEIRO

Alfenas/MG
2018



ANA LUISA LOPES ERNESTO REIS

ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO PRODUTO DA FERMENTACAO DO
FUNGO ENDOFITICO Gibberella moniliformis, PROVENIENTE DO MANGUE
BRASILEIRO

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas pela
Universidade Federal de Alfenas.

Area de concentracio: Interacio Patogeno-Hospedeiro
Orientador: Prof. Dr. Masaharu lkegaki

Alfenas/MG
2018



Dados Internacionais de Catalogagdo-na-Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central - Sede

Reis, Ana Luisa Lopes Ernesto
R375e Estudo da atividade bioldgica do produto da fermentacdo do fungo
endofitico Gibberella moniliformis, proveniente do mangue brasileiro / Ana
Luisa Lopes Ernesto Reis. -- Alfenas/MG, 2018.
87 f. il -

Orientador: Masaharu Ikegaki.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal
de Alfenas, 2018.

Bibliografia.

1. Gibberella. 2. Fermentacao. 3. Antimicdticos. 4. Sinergismo de
Drogas. I. Ikegaki, Masaharu. Il. Titulo.
CDD-579.1

Ficha Catalogréafica elaborada por Marlom Cesar da Silva
Bibliotecario-Documentalista CRB6/2735




MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Alfenas. UNIFAL-MG 4

Pro-reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao A O
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas, MG. U f I
CEP: 37130-001 Unwcﬁg!dcr'ﬂé.ﬂng

ANA LUISA LOPES ERNESTO REIS

“ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO PRODUTO DA FERMENTACAO DO FUNGO
ENDOFITICO Gibberella moniliformis, PROVENIENTE DO MANGUE BRASILEIRO”

Aprovado em: 13 de julho de 2018.

Prof. Dr. Masaharu Ikegaki
Institui¢do: UNIFAL-MG

Prof. Dr. Paulo Teixeira Lacava

Institui¢do: UFSC Af(

Profa. Dra. Marilia Caixeta franco Ariosa

Institui¢do: UNIFAL-MG

A Banca Examinadora, abaixo assinada. aprova a
Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
pela Universidade Federal de Alfenas.

Area de concentragfio: Interagio Patdgeno-Hospedeiro

Assinature;u’\ﬂ1 (l/\w(v\ j ) é\.kz_/ Z

Assinatur:

f-,/ "
Assinatura: m ( %ﬂ CUAQ)OA‘ W 6O




Aos meus pais, Geraldo e Cldudia, por todo amor e incentivo,

com gratiddo, dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Dr. Masaharu lkegaki, por me acolher na universidade e me dar a
oportunidade de executar este trabalho. Agradeco pela orientacdo, apoio, confianca e

ensinamentos que tanto contribuiram para o meu crescimento cientifico e pessoal.

Ao Professor Dr. Paulo Teixeira Lacava e a Dra. Fernanda L. S. Sebastianes por cederem

gentilmente o fungo endofitico estudado neste projeto.

A Professora Dra. Jaine Honorata Hortolan Luiz pela colabora¢do na obtencdo do

extrato fangico.

Ao Professor Dr. Severino Matias de Alencar pelo auxilio na analise de HPLC e nos
ensaios antioxidantes, e as suas alunas doutoranda Jackeline Cintra Soares e mestranda Anna

Paula de Souza Silva por toda ajuda e receptividade.

A Professora Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz pela colaboragdo com os ensaios para a

determinacéo da atividade antiproliferativa.

Ao Professor Marcos José Marques e sua aluna doutoranda Juliana Barbosa Nunes pela

colaboracdo com o ensaio de atividade leishmanicida.

Ao Professor Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho e seu aluno mestrando Gabriel Augusto
Pires de Souza, pela colaboracdo com os testes de citotoxicidade.

Aos Professores Dr. Marcos José Marques, Dra. Amanda Latercia Tranches Dias e Dra.
Lilian Pereira Franco, que compuseram a banca do exame de qualificacdo e contribuiram com

importantes e valiosas sugestdes para a melhoria deste trabalho.

A Dra. Patricia Lunardelli Negreiros de Carvalho, por todo apoio técnico e emocional,
pela paciéncia em me ensinar cada etapa dentro do laboratdrio, pelos conhecimentos

transmitidos, pela gentileza e disposicdo com que sempre me recebeu e sanou minhas duvidas.

A toda equipe do Laboratério de Bioprocessos (Unifal-MG), especialmente ao técnico
Dr. Gustavo Silveira por toda gentileza, disposi¢éo, auxilio e conhecimentos compartilhados; e

a funcionaria Daniela Aparecida de Paulo Pinto, pela boa convivéncia e auxilio com vidrarias.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas, a Universidade Federal de
Alfenas e a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pela

oportunidade, suporte e apoio financeiro.



A Deus e Nossa Senhora pela protecio em todos os momentos, pela forca e coragem
durante esta caminhada.

Aos meus pais, Geraldo e Claudia, pelo amor incondicional, por sempre me

incentivarem, apoiarem e ndo medirem esforgos para a realizacdo dos meus sonhos.

Aos meus irmédos, Ana Claudia e Geraldo Jr., pelo amor e amizade de sempre. Por

acreditarem e torcerem por mim.

Ao meu namorado, Igor Augusto, por seu amor, apoio, compreensao e paciéncia durante

todo este percurso.

Aos meus demais familiares por compreenderem minhas auséncias, pelos conselhos e
apoio, especialmente a minha vé Dircélia (in memoriam) que me incentivou tanto a fazer este

mestrado.

As grandes amigas que ganhei, Marina, Catherine, Leticia e Patricia, agradeco por toda

ajuda, incentivo, convivio, parceria e pelas boas risadas. Tudo seria mais dificil sem vocés!

E a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste trabalho, meus

sinceros agradecimentos.



RESUMO

A busca por novos compostos para uso na medicina, agricultura e industria estd em continuo
crescimento, e 0s produtos naturais constituem a estratégia de maior sucesso para a descoberta
de novas moléculas. Entre os diversos produtos naturais existentes considera-se os fungos
endofiticos de mangues uma fonte valiosa para a descoberta de novas substancias de interesse
terapéutico e biotecnoldgico, pois oferecem uma diversidade incontavel de estruturas quimicas.
Tendo em vista o potencial bioativo destes micro-organismos, o objetivo deste trabalho
consistiu em avaliar a atividade bioldgica e a composicdo quimica da fracdo butanolica do
extrato proveniente da fermentacdo do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) visando
identificar novos metabolitos bioativos. O enddfito, isolado da planta de mangue Laguncularia
racemosa, foi submetido ao processo de fermentacdo em caldo Czapek e posteriormente o caldo
fermentado foi particionado com diferentes solventes gerando a fragdo butanélica (FBUOH). A
composicdo quimica da fracdo FBUOH foi analisada por cromatografia em camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD), bem como foi determinado seu
conteudo de fendlicos totais (15,85 mg GAE/g). O estudo cromatografico da fracdo FBuOH
sugeriu a presenca de grupos cromdforos (revelados por luz UV 254 nm), terpenos, saponinas
e flavonoides (positivos ao anisaldeido sulfurico), alcaloides (reativos a Dragendorff) e aminas
primarias (positivos a ninhidrina). Foi investigado o potencial bioldgico da fracdo FBUOH por
meio de diferentes ensaios in vitro. Nos ensaios antimicrobianos foram avaliadas a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e microbicida minima (CMM) contra diferentes micro-
organismos, sendo que a fracdo FBuOH evidenciou forte potencial antifungico contra Candida
albicans ATCC 10231, apresentando CIM de 25-50 pg/mL e CMM de 50 pg/mL, moderada
atividade contra Escherichia coli ATCC 25922 (CIM: 100-200 pg/mL e CMM > 400 pg/mL)
e foi inativa frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 nas concentracdes testadas. Verificou-
se efeito sinérgico na associacdo da fracdo FBuOH com fluconazol (ICIF = 0,375), com
potencializagdo em 8 vezes da acdo do farmaco contra C. albicans. A atividade antioxidante da
fracdo FBUOH foi avaliada pelos métodos DPPH, ABTS, ORAC e FRAP, com resultados de
39,03; 152,16; 213,72 pumol de Trolox/g de fragdo e 182,28 pumol de Fe?*/g, respectivamente, e
também por HPLC-ABTS™ on-line, ndo evidenciando compostos com atividade expressiva. A
atividade antiproliferativa foi testada pelo método sulforadamina B (SRB) frente a dez
linhagens tumorais humanas e uma linhagem néo tumoral e verificou-se que FBUOH néo inibiu
a proliferacéo celular de nenhuma das linhagens avaliadas nas concentracGes testadas (TGI >
250 ug/mL), sendo relevante destacar que a mesma apresentou TGI > 250 ug/mL também para
a linhagem ndo tumoral HaCaT (queratindcito). A fracdo FBuOH ndo apresentou atividade
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis nas concentragdes testadas (ICso >
100 ng/mL). No ensaio de citotoxicidade a concentracéo citotdxica da fragdo FBUOH que inibiu
50% de células Vero foi de 449 pg/mL, apresentando indice de seletividade de 8,98. Conclui-
se que o fungo G. moniliformis 99(3) € promissor na producdo de compostos antifungicos,
incentivando a continuidade de estudos com a fracdo FBUOH tanto para um possivel isolamento
do composto responsavel pela atividade evidenciada, quanto para futuros testes in vivo.

Palavras-chave: Gibberella moniliformis. Fermentacdo. Potencial antifungico. Sinergismo.
Ensaios biol6gicos.



ABSTRACT

The search for new compounds to use on medicine, agriculture and industry is continuously
growing, and natural products are the most successful strategy for discovery of new molecules.
Among the various existing natural products, endophytic fungi of mangrove are considered a
valuable source for discovery of new substances with therapeutic and biotechnological interest,
since they offer an uncountable diversity of chemical structures. Considering the bioactive
potential of these microorganisms, the aimed of this work was to evaluate the biological activity
and chemical composition of the butanolic fraction of the extract from the fermentation of the
endophytic fungus Gibberella moniliformis 99(3) in order to identify new bioactive
metabolites. The endophyte isolated from of mangrove plant Laguncularia racemosa, was
submitted to the fermentation process in Czapek broth and later the fermented broth was
partitioned with different solvents resulting in the butanolic fraction (FBuOH). The chemical
composition of the FBUOH fraction was analyzed by thin layer chromatography (TLC) and
high performance liquid chromatography (HPLC-DAD), as well as its total phenol content
(15.85 mg GAE/g). Chromatographic study of the FBuOH fraction suggested the presence of
chromophore groups (revealed in UV light 254 nm), terpenes, saponins and flavoinoids
(positive for sulfuric anisaldehyde), alkaloids (reactive Dragendorff) and primary amines
(ninhydrin positive). The biological potential of the FBUOH fraction was investigated by
different in vitro assays. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
microbicide (MMC) against different microorganisms were evaluated in the antimicrobial
assay, in which FBUOH fraction showed strong antifungal potential against Candida albicans
ATCC 10231, with MIC of 25-50 pg/mL and MMC of 50 pg/mL, moderate activity against
Escherichia coli ATCC 25922 (MIC: 100-200 pg/mL and MMC > 400 pg/mL) and was inactive
against Staphylococcus aureus ATCC 6538 at the concentrations tested. Synergistic effect was
observed in the combination of the FBuOH fraction with fluconazole (ICIF = 0.375), with eight
times potentiation of the action of the drug against C. albicans. The antioxidant activity of the
FBUOH fraction was evaluated by the DPPH, ABTS, ORAC and FRAP methods, with results
of 39.03; 152.16; 213.72 pmol Trolox/g of fraction and 182.28 pumol Fe?*/g respectively, and
also by HPLC-DAD-ABTS on-line, showing no compounds with expressive activity. The
antiproliferative activity was tested by the sulforhodamine B (SRB) method against ten human
tumor cell lines and one non-tumoral line and it was found that FBUOH did not inhibit cellular
proliferation of any of the tested lines at the tested concentrations (TGl > 250 ug/mL), being
relevant to highlight that presented TGl > 250 pg/mL also for the non-tumoral HaCaT
(keratinocyte) line. The FBUOH fraction did not show activity against Leishmania amazonensis
promastigotes in the tested concentrations (ICso > 100 pg/mL). In the cytotoxicity assay the
cytotoxic concentration of the FBuOH fraction which inhibited 50% Vero cells was 449 pg/mL,
with selectivity index of 8.98. It is concluded that the fungus G. moniliformis 99 (3) is promising
in the production of compounds antifungal, encouraging the continuity of studies with the
FBUOH fraction both for a possible isolation of the compound responsible for the activity and
for future in vivo tests.

Keywords: Gibberella moniliformis. Fermentation. Antifungal potential. Sinergysm.
Biological assays.
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1 INTRODUCAO

A busca por novos compostos que sejam eficazes, possuam baixa toxicidade e
apresentem menor impacto ambiental esta em constante crescimento para uso tanto em
indUstrias  farmacéuticas quanto agroquimicas. Esta busca € impulsionada pelo
desenvolvimento de resisténcia em micro-organismos infecciosos (BROWN; WRIGHT, 2016),
pela necessidade de drogas mais eficientes contra infecgdes fungicas, virais e parasitarias
(STROBEL; DAISY, 2003), pelo aumento alarmante na incidéncia de cancer (BRASIL, 2015),
pelas inlmeras patologias associadas ao excesso de radicais livres (FIRUZI et al., 2011) e,
também, pela seguranca ambiental no controle de pragas e patdégenos agricolas (FLORES et al.,
2013).

Uma fonte estratégica para obtencdo desses novos compostos sdo 0s produtos naturais,
0s quais apresentam uma ampla diversidade quimica, mesmo quando comparados a outras
fontes fornecedoras de prot6tipos de novos farmacos como a quimica combinatéria, as
bibliotecas virtuais e a robotica (GOUDA et al., 2016; HARVEY, 2000; MORRISON;
HERGENROTHER, 2014). A diversidade quimica dos produtos naturais tem sido amplamente
discutida na literatura, demonstrando sua importancia na descoberta e desenvolvimento de
farmacos (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016; BUTLER, 2004; CRAGG; NEWMAN;
SNADER, 1997; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016;
WRIGHT, 2017).

Produtos naturais com aplicagBes industriais podem ser produzidos a partir do
metabolismo primario ou secundario de organismos vivos, sejam eles plantas, animais ou
micro-organismos (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). No entanto, mesmo apresentando uma ampla
diversidade em espécies e sendo reportados na literatura com inimeras aplicacfes biologicas
(AZEVEDO, 2014; BUATONG et al., 2011; MARTINEZ-KLIMOVA,; RODRIGUEZ-PENA;
SANCHEZ, 2016), os micro-organismos constituem um dos grupos menos estudados do ponto
de vista do metabolismo secundario (HAWKSWORTH, 2001; QADRI et al., 2013; STROBEL,;
DAISY, 2003). Newman e Cragg (2016) chamam a atencdo de pesquisadores para 0
reconhecimento da répida e significativa evolucdo de farmacos produzidos por micro-
organismos e/ou pela interacdo microbiana com o hospedeiro de onde s&o isolados, e ressaltam
que esta area de pesquisa de produto natural deve ser investigada e expandida, pois pode
proporcionar uma ampla oportunidade para a descoberta de novas moléculas.

Dentre 0os micro-organismos, o0s fungos sao sabidamente uma fonte rica de metabolitos

secundarios (BILLS; GLOER, 2016), no entanto, € a classe de fungos endofiticos que tem
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atraido a atencédo de pesquisadores de produtos naturais. Fungos endofiticos sdo definidos como
micro-organismos que colonizam os tecidos internos das plantas, ou cumprem parte de seu ciclo
de vida dentro delas, sem causar quaisquer prejuizos aparentes no hospedeiro (STONE;
BACON; WHITE, 2000), e tornam-se interessantes pela grande diversidade quimica e
ineditismo de moléculas que possuem, apresentando variada atividade bioldgica, além de
potencial para produzirem compostos iguais aos de suas plantas hospedeiras (CARVALHO et
al., 2012; DESHMUKH; VEREKAR; BHAVE, 2015; FERNANDES et al., 2009).

Acredita-se que ndo exista nenhuma espécie vegetal sem associagdo a um micro-
organismo endofitico (NISA et al., 2015). Considerando a enorme biodiversidade que existe na
Terra, é grande a oportunidade de descobrir novos e interessantes fungos endofiticos de plantas
de diferentes ecossistemas. A literatura sugere que plantas de habitat Unico, endémicas e com
historico etnobotanico sdo fontes potenciais de novas moléculas, bem como, aqueles micro-
organismos oriundos de nichos que requeiram alta atividade metabdlica, isso porque, condi¢es
ambientais extremas tendem a induzir a producéo de compostos diversos, o que pode nos levar
a descobrir uma substancia quimica inovadora (ARNOLD et al., 2003; STROBEL; DAISY,
2003; STROBEL et al., 2004; TAN; ZOU, 2001). Levando essas sugestdes em consideracéo,
ambientes como mangues, tornam-se atrativos para a pesquisa de novas moléculas.

O manguezal é uma regido com alta biodiversidade que compreende uma zona de
transicdo entre terra e mar e é considerado um ambiente Unico, sendo caracterizado por arvores
com raizes aéreas, alta salinidade, altas temperaturas, ventos fortes, flutuacbes das marés e
ainda solo lodoso e com baixos teores de oxigénio. Estas condi¢cdes ambientais resultam em
uma comunidade microbiana bastante ativa, que pode atuar como um seletor efetivo para
adaptacOes de vias metabolicas através da geracdo de metabdlitos bioativos Unicos de interesse
para a humanidade (SEBASTIANES; AZEVEDO; LACAVA, 2017; SEBASTIANES et al.,
2013a; XU, 2015).

Diante deste contexto, estudos de bioprospeccdo com fungos endofiticos obtidos de
mangues tornam-se relevantes, pois sdo uma fonte promissora para a descoberta de metabolitos
bioativos que possam suprir a necessidade mundial crescente de novos compostos para
aplicacdes terapéuticas, agricolas e biotecnoldgicas. Além disso, este trabalho é uma
continuacéo de estudos conduzidos por Carvalho (2016) com o fungo Gibberella moniliformis
99(3), proveniente de um mangue brasileiro, que mostraram que este endofito é promissor na
producdo de compostos bioativos, incentivando a continuidade de estudos com 0s compostos

produzidos por este fungo e de suas possiveis atividades bioldgicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo do presente estudo esta embasada em definicGes e exemplos encontrados na
literatura que denotam a importancia de fungos endofiticos de mangues e dos compostos

bioativos produzidos por estes micro-organismos.

2.1 Micro-organismos endofiticos

Os micro-organismos endofiticos, geralmente chamados de enddéfitos, foram descritos
pela primeira vez por De Bary em 1866, referindo-se a qualquer micro-organismo que vive no
interior de tecidos vegetais, distinguindo-se dos epifiticos que vivem na superficie (WILSON,
1995). Atualmente sdo encontradas diferentes defini¢des de enddfitos na literatura, sendo a de
Stone, Bacon e White (2000) amplamente aceita e utilizada, a qual define os endéfitos como
micro-organismos que colonizam os tecidos internos das plantas, ou cumprem parte do seu ciclo

de vida dentro delas, sem causar quaisquer prejuizos aparentes no hospedeiro (FIGURA 1).
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Figural-  Exemplo de um micro-organismo endofitico nos tecidos
vegetais. Hifas do fungo endofitico Epichloé coenophiala
na folha (A) e na semente (B) de Festuca arundinacea.
enh = hifas endofiticas. Barra = 10 um.

Fonte: TADYCH; BERGEN; WHITE JR, 2014.

Micro-organismos endofiticos podem penetrar em seus hospedeiros de duas maneiras
diferentes: horizontalmente, através de aberturas naturais ou artificiais, tais como estomatos,
regides de emissao de raizes secundarias e ferimentos causados por instrumentos agricolas; ou
verticalmente através das sementes do hospedeiro, de forma que podem ser transmitidos para
as proximas geracbes (HARTLEY; GANGE, 2009). Uma vez dentro da planta, os endofitos
podem estabelecer relacbes com seus hospedeiros.

A relacdo mais comum € a simbiose, um tipo de associacdo interespecifica de forma
mutuamente vantajosa em que os endofitos recebem nutrientes e protecdo da planta, enquanto

produzem metabdlitos bioativos que oferecem vantagens ao hospedeiro como maior resisténcia
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a estresses bidticos e abidticos, auxilio no crescimento, além de defesa contra herbivoria e
ataque de patdgenos (JIA et al., 2016; OWNLEY; GWINN; VEGA, 2010; SAIKKONEN et al.,
2004).

O aumento no nimero de estudos sobre as interagdes endofito-planta hospedeira
(CHANDRA, 2012; GUNATILAKA, 2006; KUSARI; SINGH; JAYABASKARAN, 2014;
WANI et al., 2015) tem contribuido para o entendimento dos processos ecoldgicos envolvidos
nessa relacdo, o que pode resultar na descoberta de fontes alternativas de substancias de
interesse para a humanidade, visto que é bastante provavel que os produtos naturais resultem
de interagbes dos organismos entre si e destes com o ambiente, e que estes produtos
desempenhem fungbes nas relacBes simbidticas representando vantagens adaptativas e
evolutivas (MORAIS et al., 2014; SANTOS et al., 2013; SEBASTIANES et al., 2012a).

Sugere-se ainda, que nesta relacdo simbidtica os micro-organismos endofiticos
coevoluam com seus hospedeiros, levando os fungos a sintetizarem compostos bioativos
originalmente conhecidos como exclusivos de plantas (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2013;
JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2011; JIA et al., 2016; KUMARA et al., 2014;
SAIKKONEN et al., 2004). O exemplo mais marcante é a producdo do Taxol® (paclitaxel),
potente agente antitumoral que anteriormente era obtido apenas da exploracdo da planta Taxus
brevifolia, mas hoje pode ser obtido pela fermentacdo do fungo endofitico Taxomyces
andreanae que é isolado da casca desta planta (STIERLE et al., 1995; STIERLE; STROBEL,;
STIERLE, 1993). Mais recentemente, 0s agentes antitumorais vincristina, vimblastina
(KUMAR et al., 2013) e a camptotecina (PURI et al., 2005) também foram isolados de fungos
endofiticos associados aos respectivos hospedeiros vegetais produtores desses compostos.
Exemplo semelhante foi relatado para a planta de mangue Hibiscus tiliaceus, no qual tanto o
exame quimico da planta como o caldo de fermentacdo do seu endofito Phomopsis sp.
revelaram a presenca de triterpenos do tipo oleanano, sugerindo uma possivel transferéncia da
maquinaria biossintética do esqueleto de oleanano durante a evolugéo (LI et al., 2006, 2008).

Estas incriveis descobertas levantaram questdes quanto a transferéncia horizontal de
genes entre planta hospedeira e endoéfito, e vice-versa (JANSO; CARTER, 2010; KUSARI et
al., 2009; KUSARI; ZUHLKE; SPITELLER, 2009; STIERLE et al., 1995), e enfatizam o
potencial de usar tais micro-organismos como fonte dos metabdlitos produzidos pelas plantas
(KUMARA etal., 2014; KUSARI; PANDEY; SPITELLER, 2012; LUDWIG-MULLER, 2015;
PRITI et al., 2009), aumentando assim a perspectiva de usar os endéfitos como fontes
alternativas e sustentaveis para obtencdo de compostos de interesse, proporcionando um

fornecimento inesgotavel, reprodutivel e rentavel destes compostos, além de evitar a extingdo
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das plantas produtoras (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2013; JIA et al., 2016; STROBEL et al.,
2004). Isto se reforca, por exemplo, ao analisar os métodos tradicionais de extracdo do
paclitaxel a partir da casca de Taxus spp., uma vez que sdo necessarias 10 toneladas de casca
de Taxus, 0 que representa aproximadamente 300 arvores, para a producao de um quilo de taxol
que é suficiente para o tratamento de apenas 500 pacientes (ELAVARASI; RATHNA,;
KALAISELVAM, 2012; MALIK et al., 2011), ou seja, € imprescindivel a busca e otimizacdo
de novas alternativas mais viaveis econdmica e ecologicamente para obtencéo deste e de outros
compostos bioativos.

Existem na Terra aproximadamente 300 mil espécies de plantas superiores e cada planta
individual, das bilhGes que existem, € hospedeira de pelo menos um micro-organismo
endofitico, sendo que poucas espécies dessas plantas foram completamente estudadas em
relacdo a sua biologia endofitica (JIA et al., 2016). Segundo Nisa e colaboradores (2015), ainda
ndo existe estudo na literatura que descreva a existéncia de uma espécie vegetal sem associacdo
a um endofito. Sendo assim, a oportunidade de se descobrir novos e interessantes micro-
organismos endofiticos a partir de plantas de diferentes ecossistemas é enorme, atraindo ainda
mais a atencdo de pesquisadores de produtos naturais.

Os micro-organismos endofiticos podem ser encontrados nos mais diversos ambientes,
nas comunidades naturais e antropicas, colonizando plantas no Artico, Antartica, desertos, solos
geotérmicos, oceanos, florestas costeiras, florestas tropicais e mangues (ARNOLD, 2007,
JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2011). Geralmente, centenas de espécies de
enddéfitos podem ser isoladas de uma unica planta, sendo que pelo menos um endofito €
especifico ao hospedeiro (TAN; ZOU, 2001). Fungos e bactérias sdo 0s micro-organismos mais
comuns existentes como enddfitos, sendo os fungos mais frequentemente isolados
(MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA; SANCHEZ, 2016; STROBEL; DAISY,
2003).

2.2 Fungos endofiticos

Os fungos constituem uma rica fonte de metabolitos secundarios e, desde que Alexander
Fleming em 1928 inaugurou a era dos antibioticos pela descoberta da penicilina isolada do
fungo Penicillium notatum, deu-se inicio aos estudos investigativos desses micro-organismos
(STROBEL et al.,, 2004), o que gerou um grande avan¢o nas inddstrias farmacéuticas e
agroquimicas.

Alguns farmacos bem conhecidos derivados de fungos incluem: antibidticos da classe

das penicilinas e cefalosporinas, agentes redutores de colesterol como a mevastatina e
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lovastatina, imunossupressores como a ciclosporina e rapamicina (CRAGG; NEWMAN,
2005), agentes antitumorais como antraciclinas, bleomicinas, actinomicinas, mitomicinas e
acidos aureodlicos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000), entre outros. Segundo Demain
(2013), dos 23.000 compostos biologicamente ativos obtidos de micro-organismos até 2013,
42% sé&o produzidos por fungos.

No entanto, dentre as varias classes desses micro-organismos, o grupo dos fungos
endofiticos tém ganhado atencdo especial de pesquisadores de produtos naturais devido a
enorme diversidade quimica, ineditismo de moléculas e atividades bioldgicas que este grupo
apresenta (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2013; CARVALHO et al., 2012; GUO et al., 2008;
SEBASTIANES et al., 2012b; SEBASTIANES et al., 2017 SHIONO et al., 2016). Na ultima
década, aproximadamente metade dos metabdlitos fangicos descobertos, cerca de 5000
compostos, foram isolados de fungos endofiticos (BERDY, 2012).

O reconhecimento dos fungos endofiticos como uma fonte importante para obtencéo de
compostos bioativos se deu com a descoberta de T. andreanae, um enddéfito isolado da casca
de T. brevifolia, capaz de produzir o agente antitumoral paclitaxel (Taxol®) (STIERLE;
STROBEL; STIERLE, 1993). Desde entdo, varios outros fungos endofiticos isolados de
diferentes espécies vegetais foram detectados como produtores de paclitaxel, entre eles:
Pestalotia, Pestalotiopsis, Fusarium, Alternaria, Pithomyces, Monochaetia (STROBEL et al.,
1996).

O impacto dos endofitos pode ser visto nas mais variadas areas, do controle bioldgico
de pragas (ESQUEDA et al., 2017) a sintese de biocombustivel (STROBEL, 2015; STROBEL
et al., 2008). Entre esses extremos, ainda sdo capazes de produzir uma série de metabolitos
bioativos com aplicacdes potenciais nas industrias farmacéuticas, agricolas, alimenticias,
biotecnologicas e de cosméticos (DESHMUKH; VEREKAR; BHAVE, 2015; GOUDA et al.,
2016; NAIR; PADMAVATHY, 2014). Estes metabo6litos podem ser categorizados em varios
grupos funcionais como alcaloides, esteroides, terpenos, compostos fenolicos, taninos,
quinonas, flavonoides, saponinas, lactonas, dentre outros, o que confere a esses micro-
organismos um amplo espectro de atividades biolégicas como antimicrobiana, antiparasitéria,
neuroprotetiva, antioxidante, antidiabética, imunossupressora, antiviral, antitumoral, inseticida,
etc. (BORGES et al., 2009; GOUDA et al., 2016; MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-
PENA; SANCHEZ, 2016; PIMENTEL et al., 2011; TAN; ZOU, 2001). De acordo Nisa e
colaboradores (2015), os endéfitos sdo um grupo com imenso impacto na medicina moderna,
uma vez que cerca de 40% dos farmacos prescritos atualmente sdo baseados nesses micro-

organismos.
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Logo, os fungos endofiticos tornam-se uma fonte promissora para exploracdo de
compostos bioativos, representando uma fonte facil e econébmica de novas moléculas, além de
contribuirem com a preservacdo da biodiversidade mundial por sua caracteristica nao

predatoria.
2.3 Fungos endofiticos de mangues

Acredita-se que todas as espécies de plantas sejam potenciais hospedeiras para diversos
fungos, e que cada espécie vegetal possua um ou varios micro-organismos endofiticos ainda
ndo descobertos ou descritos (NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002). Considerando a imensa
diversidade da flora brasileira, hd uma grande fonte desses fungos e, consequentemente de
estruturas quimicas unicas, ainda inexploradas. Sendo assim, é importante compreender 0s
métodos usados para otimizar a busca por novos micro-organismos endofiticos produtores de
compostos bioativos (STROBEL; DAISY; CASTILLO, 2005). Uma vez que 0 numero de
espécies de plantas no mundo é tdo grande, estratégias devem ser utilizadas para otimizar a
busca por endofitos.

Segundo Kusari e colaboradores (2014), os metabdlitos secundarios produzidos por
endofitos estdo relacionados a seu respectivo nicho ecolégico e as interagcbes metabdlicas
podem aumentar a sintese dessas substancias. Sendo assim, plantas de habitat Unico, endémicas
e com histdrico etnobotanico sao fontes potenciais de endofitos produtores de novas moléculas
(STROBEL; DAISY, 2003), bem como aqueles micro-organismos provenientes de nichos que
requeiram alta atividade metabolica, isso porque, condi¢bes ambientais extremas tendem a
induzir novas estratégias de sobrevivéncia, levando a producdo de compostos diversos
(RAVINDRAN et al., 2012; STROBEL et al., 2004), o que pode conduzir a descoberta de uma
substancia quimica inovadora. Observando essas consideracGes, 0S mangues tornam-se
cenarios ecologicos atrativos para a pesquisa de novas moléculas.

Os manguezais sdo ecossistemas tropicais e subtropicais situados em regides de
transicdo entre o ambiente terrestre e marinho, apresentam alta diversidade e riqueza de espécies
e sdo altamente produtivos (DAS; LYLA; KHAN, 2006; HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001). S&o caracterizados pelas inundacGes periodicas das marés, o que torna os fatores
ambientais, como salinidade e disponibilidade de nutrientes altamente variaveis, resultando em
caracteristicas Unicas e especificas (THATOI et al., 2012). Além disso, apresentam arvores com
raizes aéreas, altas temperaturas, ventos fortes, solo lodoso e com baixos teores de oxigénio
(FIGURA 2). Sendo assim, as diversas espécies vegetais e micro-organismos encontrados

nesse ambiente, apresentam adaptacbes morfologica, fisiologica, bioldgica e ecoldgica para
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sobreviverem neste ambiente tdo inospito (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001,
SEBASTIANES et al., 2013b; WALTERS et al., 2008). Essas adaptacdes resultam em
constante inovagcdo quimica, porque nesse tipo de ecossistema a corrida evolutiva para
sobreviver € mais ativa, pois a competicdo é grande, 0s recursos séo limitados e a pressao de
selecdo esta em seu ponto maximo (RAVINDRAN et al., 2012; STROBEL; DAISY, 2003; XU,
2015).

: 2, ST e
Figura2- Manguezal de Bertioga, S&o Paulo.
Fonte: SEBASTIANES, 2010a.
Nota: Retirada de <www.esalq.usp.br>.

Os mangues apresentam uma enorme diversidade fungica, influenciada tanto pela idade
do mangue quanto pelas suas caracteristicas peculiares, sendo que estes micro-organismos
desempenham importante papel na manutencdo desse ecossistema (THATOI; BEHERA,
MISHRA, 2013). As aplicacdes praticas de enddfitos de mangues sdao mudltiplas, desde
potenciais agentes de controle biol6gico até fontes de metabdlitos que sdo utilizados em
indUstrias farmacéuticas na producdo de antibioticos, antidiabéticos, anti-inflamatdrios,
antivirais, antitumorais, antioxidantes e imunossupressores (CAl et al., 2017; DEBBAB; ALY;
PROKSCH, 2013; DEZAM et al., 2017; EL-GENDY; EL-BONDKLY, YAHYA, 2014;
MAROLDI et al., 2018; SEBASTIANES et al., 2017; WANG et al., 2015, 2013).

Os manguezais cobrem, aproximadamente 60 — 70% da costa tropical e subtropical do
planeta, tendo Brasil, Indonésia e Australia a maior abundancia desse tipo de ecossistema (GIRI
et al., 2011), entretanto, o conhecimento da diversidade microbiana de manguezais ainda é
muito limitado. Diante da imensa biodiversidade desse ecossistema e de sua continua
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degradacdo, é de extrema importancia o estudo do potencial biotecnolégico dos micro-

organismos que habitam os manguezais.

2.4 Fungo endofitico Gibberella moniliformis

Gibberella moniliformis € um fungo endofitico pertencente ao filo Ascomiceto, classe
Sordariomicetos (SEBASTIANES, 2010b). G. moniliformis é uma designagdo atribuida a fase
teleomorfa (fase sexuada) do fungo, sendo a fase anamorfa (assexuada) atribuida a Fusarium
verticillioides (JURGENSON; ZELLER; LESLIE, 2002).

Fungos do género Fusarium tém sido isolados como endofiticos de varios hospedeiros
(BRITZ et al., 2002; ELAVARASI; RATHNA; KALAISELVAM, 2012; LODGE; FISHER;
SUTTON, 1996; SHWETA et al., 2010), sendo descrito como um dos géneros de fungos
endofiticos mais frequentemente isolados em mangues (CHENG et al., 2009; SEBASTIANES
et al., 2013b). Algumas espécies desse género sdo utilizadas para obtencdo de compostos
antitumorais (SHWETA et al., 2010), de hormonios de plantas, como giberelinas
(TSAVKELOVA et al., 2008), bem como agentes de controle biolégico (BENHAMOU;
GARAND; GOULET, 2002).

Carvalho (2016) estudou os produtos da fermentacdo do fungo endofitico G.
moniliformis 99(3) e a partir da fracdo extraida com acetato de etila o autor identificou um
alcaloide piridinico denominado &cido fusarico, o qual apresentou amplo espectro de agédo
antimicrobiana, além de atividade antiproliferativa contra linhagens tumorais de cancer de
mama e melanoma. Neste mesmo estudo foi realizado um ensaio preliminar com a fracéo
extraida com n-butanol e a mesma apresentou forte potencial antiflngico, instigando a
continuidade de estudos mais aprofundados a respeito dos compostos presentes nesta fracéo e

de suas possiveis atividades biologicas.
2.5 Atividades biologicas dos fungos endofiticos

A atividade bioldgica de compostos produzidos por fungos endofiticos tem sido
amplamente discutida na literatura sendo relatado enorme potencial antimicrobiano,
antioxidante, antiproliferativo, antiviral, antiparasitario, dentre outros (ALY et al., 2010;
CARVALHO et al., 2016; DEBBAB; ALY; PROKSCH, 2011; NISA et al., 2015). O relato
dessas atividades biolégicas tem sido frequente também para compostos provenientes de
enddéfitos de manguezais, como descrito nas revisfes de Kumaresan (2017), Thatoi, Behera e
Mishra (2013) e Xu (2015).
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2.5.1 Atividade Antimicrobiana

Antibioticos sdo definidos como substancias naturais produzidas por micro-organismos
que, em baixas concentracdes, sao ativas contra outros micro-organismos (DEMAIN, 1981).
No entanto, devido ao uso incorreto e indiscriminado de antibioticos, a resisténcia microbiana
se tornou uma ameaca global & salde publica e esté se espalhando mais rapidamente do que a
introducdo de novos compostos na pratica clinica (LING et al., 2015). Com isso, tem sido
constatado grande avango nas pesquisas de compostos naturais com atividade antimicrobiana
(NEWMAN; CRAGG, 2016; WRIGHT, 2017).

Os fungos endofiticos tém sido reportados na literatura por diversos autores como fontes
alternativas para a obtencdo de compostos antimicrobianos (BUATONG et al., 2011; GOUDA
et al., 2016; GUO et al.,, 2008; MADHUSUDHAN; BHARATHI; PRAKASH, 2015).
Deshmukh e colaboradores (2015) publicaram uma revisdo na qual listam mais de 100
compostos produzidos por diferentes fungos endofiticos que possuem acdo antimicrobiana,
incluindo atividades contra Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA).

Estudando o fungo endofitico Diaporthe phaseolorum isolado de Laguncularia
racemosa, uma espécie arborea proveniente do mangue brasileiro, Sebastianes et al. (2012b)
identificaram o acido 3-hidroxipropidnico (3-APA) que apresentou atividade antimicrobiana
contra S. aureus e Salmonella typhi. Song e colaboradores (2015), durante o rastreio dos
metabdlitos antimicrobianos do endofito Penicillium sp., isolado de planta de mangue,
identificaram um novo glicosideo, o qual apresentou atividade antiflngica contra Candida sp.
com potencial comparavel a anfotericina B e superior ao fluconazol. Um estudo conduzido por
Buatong et al. (2011) testou extratos brutos de 150 fungos endofiticos isolados de espécies
vegetais de mangues do sul da Tailandia, dos quais 92 produziram compostos com atividade

antimicrobiana.
2.5.2 Atividade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos de maneira geral como qualquer substancia que
atrasa, previne ou repara 0s danos oxidativos a uma molécula (MOON; SHIBAMOTO, 2009).
A oxidacdo constitui parte fundamental da vida aerdbica, entretanto resulta na producgéo de
radicais livres, moléculas muito instaveis e altamente reativas como as especies reativas de
oxigénio (ERO) (GULCIN, 2012).

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisioldgico essencial para

0s processos metabolicos e 0 excesso deles tente a ser combatido por antioxidantes produzidos
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pelo préprio organismo ou absorvidos da dieta. No entanto, além da produgdo fisiologica,
fatores como poluicdo ambiental, radiagdo ultravioleta, tabagismo e estresse aumentam
significativamente o nivel de ERO no corpo humano, o que pode gerar um desequilibrio entre
a producdo de radicais livres e o combate pelos antioxidantes, resultando num processo
denominado estresse oxidativo (PRIOR, 2015). O estresse oxidativo esta associado a uma série
de doencas como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, distirbios neurodegenerativos e
envelhecimento (FIRUZI et al., 2011; PRIOR, 2015); sendo a terapia com antioxidante uma
abordagem para prevenir ou atenuar doengas associadas a ele (PRIOR, 2015; YE et al., 2013).

Antioxidantes sdo comumente encontrados em plantas medicinais, frutas e vegetais. No
entanto, alguns estudos tém relatado a producdo de substéncias antioxidantes por fungos
endofiticos (CUI et al., 2015; HAMILTON et al., 2012; RAVINDRAN et al., 2012).
Atiphasaworn e colaboradores (2017) evidenciaram a atividade antioxidante de enddfitos
isolados de folhas de Ocimum basilicum var. thyrsiflor, sendo que Nigospora sp. se destacou
por apresentar atividade comparavel ao padrdo &cido gélico. Dois compostos, pestacina e
isopestacina, foram obtidos a partir do fungo endofitico Pestalotiopsis microspora e ambos
apresentaram propriedades antifungica e antioxidante, sendo que a pestacina apresentou uma
atividade antioxidante onze vezes maior que a vitamina E (HARPER et al., 2003; STROBEL
et al., 2002). Chen et al. (2011) caracterizaram a estrutura e avaliaram o potencial antioxidante
do exopolissacarideo Asl1-1 produzido por Aspergillus sp. Y16, um fungo endofitico isolado de
uma planta de mangue. A investigacdo demonstrou que Asl-1 possui uma potente atividade
antioxidante, sendo maior que a dos polissacarideos produzidos por outros micro-organismos

marinhos, apresentando potencial para uso como suplemento alimentar.
2.5.3 Atividade Antiproliferativa

O cancer € um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento desregulado e pela
proliferacdo de células anormais e invaséo do tecido normal (KHARWAR et al., 2011). Devido
ao alto indice de morbidade e mortalidade, o cancer tem se tornado um problema de saude
publica (ZHANG et al., 2010). Além disso, grande parte dos farmacos antitumorais utilizados
atualmente se mostram inespecificos, apresentam muitos efeitos colaterais e ndo séo eficazes
contra muitas linhagens de céancer (GANGADEVI;, MUTHUMARY, 2008; PASUT,;
VERONESE, 2009), o que torna fundamental a pesquisa por novos agentes antiproliferativos.

A descoberta de que o fungo endofitico Taxomyces andreanae era capaz de produzir o
antitumoral Taxol® (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993), que até entdo era obtido apenas

pela exploracdo da planta Taxus brevifolia (WANI et al., 1971), estimulou o interesse de
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pesquisadores por metabdlitos de fungos endofiticos como fonte alternativa para obtencao de
compostos com acdo antiproliferativa (KHARWAR et al., 2011). Kharwar et al. (2011)
realizaram um levantamento de agentes antiproliferativos isolados de fungos endofiticos entre
1990 e 2010 e relataram 100 compostos antitumorais pertencentes a 19 classes quimicas
diferentes com atividade contra 45 linhagens celulares distintas os quais foram isolados de mais
de 50 fungos endofiticos diferentes.

Elavarasi e colaboradores (2012) identificaram o fungo endofitico Fusarium
oxysporum, isolado de Rhizophora annamalayana de um mangue indiano, como produtor de
Taxol® (paclitaxel), o potente agente antitumoral que j& movimentou bilhdes de dolares,
sugerindo que os enddfitos sejam uma alternativa a extracdo predatoria de T. brevifolia, bem
como de outras plantas (VENUGOPALAN; SRIVASTAVA, 2015). Zhang et al. (2010),
descreveram a atividade antitumoral de 14 derivados de antracenediona produzidos pelos
fungos endofiticos Halorosellinia sp. e Guignardia sp., provenientes de um mangue. Alguns
deles inibiram fortemente o crescimento de células KB e KBv200, linhagens celulares de
carcinoma epidermdide humano, entre os quais, um composto exibiu forte toxicidade para as
mesmas linhagens, encorajando mais esforcos para a obtencéo de possiveis candidatos para o

desenvolvimento de agentes antiproliferativos provenientes de mangues.

2.5.4 Atividade Leishmanicida

Leishmaniose é uma doenca infecciosa negligenciada causada por protozoarios do
género Leishmania (TORRES-GUERRERO et al., 2017). De acordo com a Organizagdo
Mundial de Salde, sdo identificados todos os anos aproximadamente 1,3 milhdo de casos de
diferentes formas clinicas da doenca (WHO, 2016).

Atualmente, ndo existe uma vacina eficaz contra a leishmaniose e além disso, apesar
das drogas disponiveis, a leishmaniose enfrenta o desafio das preocupacdes de resisténcia,
toxicidade e baixa eficiéncia com os farmacos atuais (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).
Sendo assim, existe uma necessidade crescente de drogas novas e mais eficazes para substituir
ou complementar aquelas em uso na prética clinica. A urgéncia por novos tratamentos para
leishmaniose levou a um programa de selecdo de produtos naturais contra a doenca
(SOOSARAEI et al., 2017) e os fungos endofiticos tém sido relatados por produzirem
compostos com atividade leishmanicida (BRISSOW et al., 2017; CAMPOS et al., 2015;
ELKHAYAT etal., 2016).

Nascimento e colaboradores (2015) isolaram 16 especies de enddéfitos das folhas de

Vernonia polyanthes, dos quais trés apresentaram atividade significativa contra formas
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promastigotas de L. amazonensis. Os autores continuaram os estudos com o isolado que
apresentou a melhor atividade, o qual foi identificado como Cochliobolus sativus P2-F3, e os
compostos cochlioquinona A, isocochlioguinona A e anidrocochlioguinona A foram isolados
do extrato produzido pelo endéfito e demonstraram inibir os parasitas.

Martinez-Luis et al. (2012) isolaram cinco compostos (pseurotina A, 14-norpseurotina
A, FD-838, pseurotina D e fumoquinona B) a partir do extrato produzido pelo fungo endofitico
Aspergillus sp. F1544, e todos eles apresentaram forte atividade contra L. donovani, mostrando
que os metabdlitos deste endofito podem ser promissores para o desenvolvimento de drogas

contra leishmaniose.
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3 OBJETIVOS
Os objetivos tracados para o estudo sdo descritos a segulir.

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composi¢do quimica e a atividade bioldgica da fracdo butandlica do extrato
da fermentacdo do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) associado a Laguncularia

racemosa proveniente do mangue brasileiro.
3.2 Objetivos Especificos

a) Obter o extrato fungico e a respectiva fracdo butandlica a partir da fermentacéo de G.
moniliformis 99(3);

b) Realizar a caracterizacdo quimica da fracdao butandlica;
c) Avaliar a fragdo butandlica em relacéo as atividades:
— Antimicrobiana;
— Antioxidante;
— Antiproliferativa e
— Leishmanicida.
d) Avaliar o efeito da associacdo da fracdo butandlica com antimicrobianos comerciais.

e) Avaliar a citotoxicidade da fracdo butandlica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para o cumprimento dos objetivos propostos foram utilizados os materiais e metodos

descritos a seguir.
4.1 Fungo endofitico estudado

Para a conducdo dos estudos foi utilizado o fungo endofitico Gibberella moniliformis
99(3) isolado da folha de Laguncularia racemosa coletado em Bertioga/SP, Brasil
(SEBASTIANES, 2010b). O isolado foi gentilmente cedido pelo Professor Dr. Paulo Teixeira
Lacava e encontra-se armazenado na colecdo do Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas
(LAMIB) do Departamento de Morfologia e Patologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). O isolado também se encontra
estocado no Laboratério de Bioprocessos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL - MG)
em agua estéril (CASTELLANI, 1939) e em 90% de glicerol.

4.2 Processo de fermentacgdo e obtenc¢do do extrato fungico

Este estudo foi realizado nos laboratérios de Bioprocessos e Multidisciplinar 1 da
UNIFAL - MG. Para obtencdo dos metabdlitos secundarios do fungo endofitico G. moniliformis
99(3) foram usadas as orientacdes metodoldgicas descritas por Carvalho et al. (2012).

O isolado foi cultivado em meio de cultura ABD (agar batata-dextrose) por sete dias a
temperatura de 28°C. Posteriormente, foram cortados oito discos (5 mm) de micélio das culturas
em ABD e inoculados em cinco Erlenmeyers de 1000 mL, contendo 250 mL de caldo Czapek
[Glicose: 30,0 g; NaNOs: 2,0 g; K2HPO4: 1,0 g; MgS0.4.7H20: 0,5 g; KCI: 0,5 g; FeSO4.7H0:
0,01 g; extrato de levedura: 1,0 g; agua destilada: g.s.p. 1000 mL] (RAPER; FENNELL, 1965),
que foram incubados a 28°C por 20 dias em condi¢Oes estaticas e na auséncia de luz.

Ap0s o periodo de fermentacdo, foi realizada filtracéo a vacuo do caldo fermentado para
a retirada do micélio fungico e, posteriormente, o filtrado foi submetido a extracdo liquido-
liquido utilizando-se solventes de polaridades crescentes, sendo hexano, acetato de etila e n-
butanol. Ao final, as fracbes acetato de etila (FACOEt) e butandlica (FBuOH) foram
concentradas em rotaevaporador a vacuo e concentrador SpeedVac, respectivamente).

A partir da fragdo FBUOH (401,4 mg) foram conduzidos os ensaios de caracterizagéo

quimica e avaliacdo das atividades bioldgicas.
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4.3 Caracterizagdo quimica

Para a caracterizac¢do quimica da fracdo FBuOH foram utilizadas diferentes técnicas,

as quais seguem descritas abaixo.

4.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A fracdo FBUOH obtida a partir da fermentacdo do fungo endofitico G. moniliformis
99(3) foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD) com diferentes sistemas de
solventes e reveladores com a finalidade de avaliar os compostos presentes na amostra em
estudo.

Para as anélises qualitativas em CCD foram usadas cromatofolhas de Silica-gel 60 sobre
aluminio com indicador de ultravioleta Fzs4 (7 X 3 cm). Diferentes misturas de eluentes foram
testadas como fase movel, sendo a fase orgédnica da mistura quartenaria de
cloroférmio/metanol/n-Propanol/agua (5:6:1:4) a que melhor separou 0s compostos presente na
fracdo FBUOH.

As placas cromatograficas foram reveladas sob inspecdo por luz ultravioleta (UV) em
254 nm, além de serem usados o0s seguintes reveladores quimicos: ninhidrinha, anisaldeido

sulfarico, reagente Dragendorff e DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazila).

4.3.2 High Performance Liquid Chromatography — Diode Array detector (HPLC-DAD)

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Severino Matias Alencar no
Departamento de Agro-Industria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP, Piracicaba/SP.

A fragdo FBUOH foi analisada por HPLC-DAD visando avaliar o perfil quimico da
amostra. Uma aliquota de 15 pL da fracdo diluida em etanol grau HPLC a 0,05% foi injetada
em uma coluna de fase reversa Agilent Zorbax C-18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula
de 5 um. A fase movel utilizada foi &gua/acido acético (99,5/0,5; v/v) (solvente A) e metanol
(100%) (solvente B), com vazdo constante de 1,0 mL/min. O gradiente iniciou com 95% do
solvente B até 5 minutos; alterando para 100% de B, e permaneceu nesta concentracédo até 40
minutos, retornando para 95% de B em 50 minutos. O tempo total de corrida foi de 55 minutos.
A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 30°C. Foi utilizado um detector de arranjo
de diodos (SPD-M10AVp, Shimadzu Co) e os cromatogramas foram processados utilizando o

software Class-vp.
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4.3.3 Determinacdo quantitativa de compostos fendlicos

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Severino Matias Alencar no
Departamento de Agro-Industria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP, Piracicaba/SP.

A quantificagdo de compostos fendlicos totais da fracdo FBuOH foi realizada de acordo
com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventos (1999), com modificacdes. Uma curva de calibragdo com o padrdo acido
galico foi preparada em diferentes concentracdes (20 a 120 pg/mL). A amostra foi preparada
solubilizando a fracdo FBUOH em alcool etilico absoluto na concentracdo de 30 mg/mL e,
posteriormente, a mesma foi diluida em agua destilada em diferentes propor¢des. Como
controle negativo, a amostra foi substituida por igual volume de alcool etilico absoluto e para o
branco utilizou-se alcool etilico e 4gua destilada. O ensaio foi realizado em microplaca de 96
pocos, a qual foram adicionados 20 pul/poc¢o da amostra, do padrdo ou do controle, 100 uL./poco
da solugdo de Folin Ciocalteau 10% e, apos 5 minutos, 75 uL/pogo de solucdo de carbonato de
sodio 7,5%. A placa foi inserida na leitora de microplacas (SpectraMax-M3, Molecular
Devices) para agitacdo e posteriormente retirada e mantida por 40 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz para que ocorresse a reagdo. Apds o periodo de incubacgéo, a leitura
foi realizada a 740 nm na leitora supracitada. O resultado foi dado como uma média das medidas

em triplicata e foi expresso em equivalentes de &cido galico (mg de GAE/g de fracdo).

4.4 Avaliacao das Atividades Bioldgicas

Para avaliar o potencial bioldgico da fracdo FBuOH, a mesma foi submetida a ensaios
de atividades antimicrobiana, antioxidante, antiproliferativa e leishmanicida, além dos ensaios

de sinergismo e citotoxicidade. Estes experimentos seguem descritos abaixo.

4.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Este ensaio foi realizado por meio da determinacéo da concentragdo inibitoria minima
(CIM) e microbicida minima (CMM) das fragdes FACOET e FBUOH frente aos micro-
organismos: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida
albicans ATCC 10231, sendo adotados os procedimentos descritos nos documentos M07-A10
(CLSI, 2015) para as bactérias e M27-A3 (CLSI, 2008) para a levedura, com algumas
modificagdes.

Os inoculos foram preparados transferindo-se culturas de 24 horas dos micro-

organismos citados, que se encontravam em caldo Mueller Hinton (CMH) no caso das bacterias
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e em caldo Sabouraud (CSab) no caso da levedura, para tubos de ensaio contendo 5 mL de
solugdo salina 0,9% esterilizada, gerando uma suspensdo que foi padronizada em
espectrofotdmetro a 75% transmitancia/660 nm correspondendo a 1,5 x 108 UFC/mL. Foi,
entdo, transferido 1 mL de cada suspensao para 9 mL de solucéo salina 0,9%, da qual foram
retirados 2 mL e transferidos para 10 mL de CMH ou CSab. A amostra foi preparada
solubilizando 1 mg da fragdo FBUOH em 125 pL de &lcool etilico absoluto, sendo a
concentracdo final de 8 mg/mL.

Para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) das fracdes FACOEt e FBUuOH
utilizou-se microplacas de 96 pocos, na qual foram adicionados 100 pL/poco de meio CMH ou
CSab. Posteriormente, 20 puL das amostras e 80 pL de meio foram adicionados ao primeiro
poco. A diluicdo das fracdes na microplaca comecou a partir da transferéncia de 100 uL do
primeiro poco para 0S pocos consecutivos até o ultimo poco, onde 100 pL foram desprezados
para que todos 0s pocos contivessem 100 pL. Apos a dilui¢do, 80 pL de meio CMH ou CSab e
20 pL do indculo previamente preparado foram transferidos para todos 0s pocos, exceto para
0s pocos de controle do meio. O volume final em cada poco foi de 200 pL e a maior
concentragéo testada, no 1° poco da diluicéo seriada, foi de 400 pg/mL.

Alguns pogos da placa foram utilizados para controles do crescimento do in6culo, de
esterilidade do meio de cultura, do solvente utilizado na solubilizagdo da amostra e de
sensibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos padres. Nos po¢os para controle de
crescimento dos micro-organismos avaliados foram adicionados 180 pL de meio CMH ou CSab
e 20 pL do indéculo previamente preparado. Nos pocos de controle de esterilidade foram
adicionados apenas 200 pL de meio CMH ou CSab. Nos pocos de controle do solvente foram
adicionados 20 uL de alcool etilico absoluto no lugar da amostra. Nos pogos referentes ao
controle de sensibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos foram adicionados ao 1°
pogo 200 pL da solucdo antimicrobiana e nos demais pogos, 100 pL de meio CMH ou CSab
para dilui¢do seriada, como realizado com as amostras, sendo utilizado os farmacos amoxicilina
(para S. aureus), estreptomicina (para E. coli) e nistatina (para C. albicans).

As microplacas foram seladas com pléastico filme e incubadas a 37°C por 22-24 horas.
Posteriormente foram adicionados 40 pL/pogo do revelador resazurina 0,2%, e a leitura
realizada apos 2 horas. Este revelador consiste em um corante indicador de viabilidade celular
de cor inicialmente azul. Apds a incubagéo das microplacas, a permanéncia de coloracao azul
é indicativa de amostra com acdo bacteriostatica/fungistatica frente ao micro-organismo

testado. Coloragdo pdrpura, rosa ou incolor, evidenciam resisténcia do micro-organismo ao
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extrato em estudo (SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007). O ensaio foi conduzido em
triplicata.

Apos a determinacdo de CIM, para determinar a concentragdo microbicida minima
(CMM), aliquotas de 25 pL foram retiradas dos pocos que apresentaram coloracdo azul e do
primeiro pogo que apresentou coloracdo rosa/purpura e aplicadas sobre a superficie de placas
contendo agar Mueller Hinton (para bactérias) ou agar Sabouraud (para levedura). As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas e posteriormente a leitura foi realizada.

A concentracdo em que houve crescimento sobre a placa indicou que as fragdes nao
exerceram acgdo microbicida, enquanto a concentracdo com auséncia de crescimento foi

indicativa da acdo bactericida ou fungicida sobre o micro-organismo testado.
4.4.2 Avaliacdo do potencial sinérgico

Para avaliar se a combinacdo da fracdo FBUOH com agentes antifingicos comerciais
produz acdo sinérgica foi utilizado o método de microdiluicdo Checkerboard, descrito por
White et al. (1996), com modificaces.

Apobs a determinacdo da CIM da amostra e da CIM do antifngico para o micro-
organismo teste (C. albicans), foram realizadas dilui¢des em série associando a fracdo FBuOH
com o0 agente antimicrobiano e a suspensdao microbiana. Foram testadas combinagdes de
diferentes concentracdes da fracdo FBUOH com os antifingicos fluconazol, anfotericina B e

nistatina, conforme esquemas metodoldgicos apresentados nas Figuras 3 e 4.



Teste de Checkerboard com Candida albicans

Figura 3- Esquema metodologico desenvolvido para o ensaio sinérgico com a
fracdo FBUOH associada com os antifungicos comerciais fluconazol
e anfotericina B e 0 micro-organismo Candida albicans ATCC

10231.

Nota: Os antifngicos foram testados isoladamente. Fr: fragcdo butandlica; Flu: fluconazol;
Anf: anfotericina B; Ant: antiflngico; CIM: concentragdo inibitéria minima; CTRL
mcg: controle de crescimento do micro-organismo teste; CTRL meio: controle de
esterilidade do meio de cultura.

Fonte: Da autora.

Teste de Checkerboard com Candida albicans

Figura4 - Esquema metodoldgico desenvolvido para o ensaio sinérgico com a
fracdo FBUOH associada com antifungico comercial nistatina e o
micro-organismo Candida albicans ATCC 10231.

Nota: Fr: fracdo butandlica; Nis: nistatina; CIM: concentragdo inibitéria minima; CTRL
mcg: controle de crescimento do micro-organismo teste; CTRL meio: controle de
esterilidade do meio de cultura.

Fonte: Da autora.
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O efeito das combinacdes foi obtido a partir do calculo da concentracdo inibitoria
fracionaria (CIF) da amostra e do antimicrobiano nas concentra¢des utilizadas de acordo com

as equacdes 1, 2 e 3 a sequir:

ICIF= CIFg + CIFa (Equacio 1)

ClFr (concentragao inibitsria fracionaria da fragao) = CIM da fracdo com o antimicrobiano

Equacéo 2
CIM da fragdo sozinha (Equagao 2)

Cl FA (concentrago inibitéria fracionaria do antimicrobiano) = CIM do antimicrobiano com a fragéo
CIM do antimicrobiano sozinho (Equacdo 3)

Os indices obtidos foram interpretados como sinérgico (ICIF < 0,5); parcialmente
sinérgico (0,5 < ICIF < 1,0), indiferente (1,0 < ICIF < 4,0) e antagonico (ICIF > 4,0) de acordo
com Timurkaynak et al. (2006).

4.4.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante da fracdo FBuOH foi avaliada por diferentes ensaios, 0s quais
foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Severino Matias Alencar no Departamento
de Agro-Industria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP, Piracicaba/SP.

4.4.3.1 Sequestro do radical livre DPPH"

Este método de quantificacdo de antioxidantes é baseado no principio do DPPH" (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), um radical estavel de coloracdo purpura/violeta, ser reduzido a um
composto de coloragdo amarela (difenil-picril-hidrazina) quando recebe a doagéo de hidrogénio
ou elétron advindos de um composto antioxidante. O DPPH" apresenta absor¢do maxima na
faixa de 515-529 nm e sua reducdo é monitorada pelo decréscimo da absorbancia durante a
reacdo com um composto antirradicalar (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

O teste foi realizado segundo a metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier;
Berset (1995), com modificacBes. A amostra foi testada em diferentes dilui¢des feitas em alcool
etilico a partir de uma solucdo etanolica preparada com a fragdo FBUOH na concentracdo de
7,5 mg/mL. A solucdo de DPPH" foi preparada com alcool etilico absoluto. Para fins de
comparacdo com a atividade antioxidante do extrato fungico, foi preparada uma curva analitica
em diferentes concentracBes (20 a 160 uM) do padrdo Trolox, um antioxidante sintético
anélogo a vitamina E. O controle negativo foi feito substituindo-se o volume da amostra por
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igual volume de alcool etilico absoluto e para o branco utilizou-se apenas alcool etilico
absoluto. Em tubos de ensaio foram adicionados 500 pL da amostra ou da curva padrdo, 300
puL de DPPH' e 3 mL de etanol. Os tubos foram agitados e mantidos a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz por 45 minutos para que ocorresse a reacdo e posteriormente realizou-se a
leitura em espectrofotometro a 515 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. O resultado foi
expresso em equivalentes ao Trolox (umol de Trolox/g de fracdo) e em porcentagem de
atividade antioxidante (AA%), calculada pela equacdo: AA% = [(A-B)/A] x 100, onde A e B

sdo as absorbancias do controle negativo e da amostra, respectivamente.
4.4.3.2 Sequestro do radical livre ABTS™"

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] fundamenta-se na geracéo do radical ABTS™, de cor azul
esverdeado, por meio da reacdo com o persulfato de potéssio. Com a adi¢cdo de um antioxidante
ocorre a reducdo do ABTS™ a ABTS, promovendo a perda da cor do meio reacional. Com a
extensdo da perda de cor, a reducdo do ABTS™" é determinada em funcdo do Trolox, padrdo
submetido as mesmas condicOes de analise do antioxidante (RE et al., 1999).

Este ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Al-Duais et al. (2009), com
algumas modificacdes. A amostra foi preparada solubilizando a fracdo FBuOH em alcool etilico
absoluto a uma concentracdo de 30 mg/mL e, posteriormente, a mesma foi diluida em tampéo
fosfato de potéassio em diferentes propor¢des para analise. Utilizou-se o padrdo Trolox e os
pontos da curva analitica foram preparados a partir de diferentes concentragcdes do mesmo (12,5
a 200 puM) para posterior comparacdo com a atividade antioxidante do extrato fungico. O
controle negativo foi feito substituindo-se o volume da amostra por igual volume de alcool
etilico absoluto. Para o branco utilizou-se apenas tampdo fosfato. O ensaio foi realizado em
microplacas de 96 pocos, sendo adicionados 20 pL/po¢o da amostra ou do padrdo e 220
uL/poco de solugdo do radical ABTS™ (produzido pela reacdo aquosa de ABTS a 7 mM com
persulfato de potassio a 140 mM, armazenada em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por
16 horas e ajustada na absorbancia de 0,7 + 0,02 antes do uso). A placa foi agitada na leitora de
microplacas (SpectraMax-M3, Molecular Devices) e mantida ao abrigo da luz por 6 minutos
para que ocorresse a reagdo. Posteriormente realizou-se a leitura a 734 nm na leitora
supracitada. O teste foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em equivalentes

ao Trolox (umol de Trolox/g de fragéo).
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4.4.3.3 Poder de reducéo do ferro (FRAP)

Este método é baseado na medida direta da habilidade de um antioxidante reduzir, em
meio &cido (pH 3,6), o complexo Fe*'/tripiridiltriazina (TPTZ), inicialmente de cor amarelo
ferrugem, em Fe?*/TPTZ, de intensa cor azul (BENZIE; STRAIN, 1996).

Para este ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Miller et al. (2010) com
algumas modificacdes. A amostra foi preparada solubilizando a fragdo FBuOH em alcool etilico
absoluto na concentracdo de 30 mg/mL e posteriormente diluida em agua destilada em
diferentes concentragdes para analise. Como padrdo foi utilizado uma solucéo de sulfato ferroso
2,5 mM, a partir da qual foi preparado os pontos da curva analitica em diferentes concentracoes
(100 a 700 uM). O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, através da mistura de
50 mL de tampdo acetato de potassio (0,3M, pH 3,6), 5 mL de solu¢do TPTZ (10 mM TPTZ
em 40 mM HCI) e 5 mL de cloreto férrico (20 mM) em solucdo aquosa. O controle negativo
foi feito substituindo-se o volume da amostra por igual volume de alcool etilico absoluto. Para
0 branco utilizou-se agua destilada no lugar da amostra. O ensaio foi realizado em microplaca
de 96 pocos, nos quais foram adicionados 20 uL/po¢o da amostra, do padréo, de dgua (branco)
ou de alcool etilico absoluto (controle), 30 uL/poco de dgua destilada e 200 uL/po¢o do reagente
FRAP. A placa foi inserida em equipamento para agitacéo e incubacdo a 37°C por 8 minutos e
realizou-se a leitura a 595 nm na leitora de microplacas (SpectraMax-M3, Molecular Devices).
O ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em equivalentes ao sulfato

ferroso (umol Fe?*/g de fragdo).
4.4.3.4 Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (ORAC)

Este ensaio mede a degradagdo oxidativa da molécula fluorescente “fluoresceina”, apds
ser misturada com geradores de radicais livres como o AAPH (dicloridrato de 2,2-azobis (2-
amidino-propano)). O AAPH produz radicais peroxila por aguecimento, 0s quais oxidam a
sonda fluorescente. Assim, a intensidade de fluorescéncia decresce com 0 processo oxidativo.
Na presenca de antioxidantes a taxa de oxidacdo da fluoresceina é retardada. Logo, quanto
maior a atividade antioxidante, menor a oxidacdo e maior a fluorescéncia (CAO; ALESSIO;
CUTLER, 1993).

O método ORAC utilizado foi uma adaptacdo ao descrito por Chisté et al. (2011). A
amostra foi preparada solubilizando a fragdo FBuOH em alcool etilico absoluto na concentracéo
de 30 mg/mL e posteriormente diluida em tampdo fosfato de potassio em diferentes

concentragdes. Utilizou-se o padrdo Trolox e os pontos da curva analitica foram preparados a
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partir de diferentes concentragdes (12,5 a 400 M) do padrdo para fins de compara¢do com a
atividade antioxidante do extrato fungico. O controle negativo foi feito substituindo-se o
volume da amostra por igual volume de alcool etilico absoluto. Para o branco utilizou-se apenas
tampéo fosfato de potassio. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos, nos quais foram
adicionados 30 pL/poco da amostra, do padrdo ou do controle, 60 uL/pogo de fluoresceina
(508,25 nM) e 110 uL/poco da solugcdo de AAPH na concentragcdo de 76 nM. A placa foi
inserida na leitora (SpectraMax-M3, Molecular Devices) para agitacao e incubacédo a 37°C, e a
mesma foi programada para realizar a leitura a cada minuto durante duas horas, no comprimento
de onda de emisséo de 528 nm e excitagao de 485 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

A protecdo fornecida pela amostra ou padréo foi calculada usando a diferenca entre a
area sob a curva de decaimento de fluorescéncia na presenca da amostra (AUC amostra) e na
sua auséncia (AUC branco). Por meio de equacdes de regressdo e calculos fornecidos pelo
software, os resultados finais foram lancados na reta obtida pela curva analitica, sendo

expressos em equivalentes ao Trolox (Lumol de Trolox/g de fracéo).
4.4.3.5 Determinacdo da atividade antioxidante on-line por HPLC-ABTS""

Simultaneamente ao ensaio de HPLC-DAD (Ver secdo 4.3.2), a fracdo FBUOH foi
avaliada pelo método on-line para determinar a atividade antioxidante individual de cada um
dos compostos separados na coluna de acordo com o método proposto por Koleva, Niederlander
e Van Beek (2001), com modificagdes.

A andlise da fracdo FBUOH quanto ao sequestro do radical livre ABTS™ por HPLC-
DAD on-line foi realizada utilizando a solu¢do metandlica do radical livre ABTS™ 7mM,
ajustada para absorbéancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm, a qual foi preparada 16 horas antes do ensaio
pela mistura da solucdo metandlica de 7 mM de ABTS (5mL) com solucdo de 140 mM (88 pL)
de persulfato de potassio. Os eluatos separados por HPLC, conforme metodologia citada na
secdo 4.3.2, foram primeiramente detectados usando detector de arranjo de diodos (SPD-
M10AVp, Shimadzu Co) e, apds eluicdo da coluna, ocorreu a reacdo com o radical ABTS™ no
coil (15 m x 0,25 mm d.i. PEEK). A vazéo do reagente ABTS foi de 0,8 mL/min e a perda de
cor foi detectada por picos negativos a 734 nm, através de um detector UV (Shimadzu SPD-
20AV).
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4.4.4 Avaliacdo da atividade antiproliferativa

Este ensaio foi realizado com a colaboracdo da Prof. Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
no Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia do Centro de Pesquisa Quimica, Bioldgica e
Agricola (CPQBA) — Unicamp, Paulinia/SP.

A fracdo FBUOH foi avaliada quanto a sua atividade antiproliferativa em ceélulas
humanas utilizando-se o ensaio da sulforodamina B (SRB) para avaliacdo do crescimento
celular de acordo com Monks et al. (1991). Foram utilizadas dez linhagens de células tumorais
humanas e uma linhagem de célula humana ndo tumoral (TABELA 1), gentilmente cedidas
pelo National Cancer Institute/EUA. As células foram mantidas no laboratorio de cultura de
células do Centro de Pesquisa Quimica, Bioldgica e Agricola — CPQBA, em meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e uma mistura de
penicilina:estreptomicina (1000 UI/mL:1000 pg/mL), incubadas a 37°C em atmosfera Umida
com 5% de CO..

Tabela1l- Linhagens celulares utilizadas na avaliagdo da atividade antiproliferativa in vitro da

fracdo butandlica (FBUOH) obtida da fermentacdo do fungo endofitico Gibberella
moniliformis 99(3).

Linhagem Orgao/Doenga Origem embrionéria
U251 SNC; glioma Ectoderme
UACC-62 Pele; melanoma Ectoderme
MCF7 Mama; adenocarcinoma Ectoderme
NCI-ADR/RES* Ovario; adenocarcinoma Ectoderme
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme

Pulmao; carcinoma tipo nédo
NCI-H460 ) Endoderme
pequenas células

PC-3 Prostata; adenocarcinoma Mesoderme
OVACAR-3 Ovdério; adenocarcinoma Mesoderme
HT29 Colon; adenocarcinoma Endoderme
Medula 6ssea; leucemia mieldide o
K-562 . Mesénquima
cronica
HaCaT Pele (queratindcito); ndo tumoral Ectoderme

Nota: * esta linhagem representa resisténcia a multiplos farmacos.
Fonte: Da autora.

Em microplacas de 96 pocos, foram adicionados 100 puL/pogo de uma suspenséo celular

com densidade de inoculacdo entre 3x10* e 6,5x10* células/mL em meio RPMI/SFB e
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incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO>. Apds 24 horas de incubacdo, adicionou-
se 100 pL/pogco da amostra em quatro concentragdes (0,25; 2,5; 25 ¢ 250 pg/mL), e as células
foram novamente incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO..

A amostra foi preparada utilizando-se 10 mg da fracdo FBUOH dissolvida em 100 uL
de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, 50 uL desta solugcdo — méae foi dispersa em 950 uL
de meio RPMI/5% SFB para prepara¢do da solugdo de trabalho. Esta foi diluida sucessivamente
em meio de cultura para a obtencdo das concentracdes finais de 0,25 ug/mL; 2,5 ug/mL; 25
pug/mL e 250 pg/mL. A concentracdo final de DMSO néo interferiu no crescimento celular.

Como controle positivo utilizou-se o quimioterdpico doxorrubicina, nas concentragdes
de 0,025 pg/mL; 0,25 ug/mL; 2,5 ug/mL e 25 pg/mL. Para determinar a quantidade de células
existentes logo apds a adicdo das amostras foi feita uma placa controle denominada To. Para
isto, uma placa foi fixada com uma solucao de acido tricloroacético (TCA) a 50%.

Depois de adicionadas as amostras, ao final de 48 horas de incubac&o, as células foram
fixadas com 50 ul/pogo de TCA a 50% e as placas foram incubadas por uma hora a 4°C. A
seguir, as placas foram lavadas em agua corrente quatro vezes consecutivas para remoc¢ao de
residuos de TCA, meio de cultura, SFB e metabolitos secundarios. O TCA atua como um
fixador precipitando proteinas permitindo que células vidveis se mantenham fixas na placa
enquanto os residuos se desprendem com a lavagem em agua corrente.

Ap0Os serem secas a temperatura ambiente, as células foram coradas com 50 uL/poco de
sulforodamina B 0,4% (p/v) dissolvida em acido acético 1%, e mantidas por 60 minutos a 4°C.
Em seguida, foram lavadas quatro vezes com 4acido acético a 1% e secas a temperatura
ambiente. Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150 uL/poco
de Trizma Base (10 uM e pH 10,5). A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi em 540
nm em leitor de microplacas. Graficos de porcentagem de crescimento em funcdo da
concentracdo da amostra foram gerados para cada uma das linhagens testadas.

A concentracdo que provocou a inibigdo do crescimento total (TGI) foi determinada por
analise de regressdo néo linear usando a curva de concentracao — resposta para cada linhagem

celular no software Origem 8.0® (OriginLab Corporation).
4.4.5 Avaliacdo da atividade leishmanicida

Este ensaio foi realizado no Laboratdrio de Biologia Molecular de Micro-organismos
da Universidade Federal de Alfenas (Unifal/MG) em colaboragdo com o Prof. Dr. Marcos José
Marques e a doutoranda Juliana Barbosa Nunes, segundo metodologia descrita por Pereira et
al. (2010).
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Para a realizacdo deste teste, foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Triptose)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As cepas foram mantidas em estufa BOD,
a 28°C. Para o crescimento exponencial foi adicionado o meio de cultura, e estas foram
submetidas a repiques a cada 5 dias. A contagem de formas promastigotas foi feita em camara
de Neubauer e a concentragdo foi ajustada para 1,0 x 107 parasitos/mL. A amostra foi preparada
solubilizando a fragdo FBUOH em alcool etilico absoluto.

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 100 pL/pogo de meio LIT.
Posteriormente, 96 pL/pogo de meio LIT ¢ 4 uL/pogo da amostra previamente preparada foram
adicionados ao primeiro poco e entdo realizada dilui¢éo seriada da amostra transferindo-se 100
pL do primeiro pogo para os pogos consecutivos até o ultimo pogo, no qual foi descartado 100
puL para que todos os pocos contivessem 100 pL. Apds a diluigdo foram adicionados 100
uL/pogo de meio contendo os parasitas (107 promastigotas/mL). O volume final em cada pogo
foi de 200 pL e a maior concentracdo testada da amostra, no 1° poc¢o da diluicdo seriada, foi de
100 pg/mL.

Alguns pocos da placa foram utilizados para controle de crescimento dos parasitas, do
solvente usado na solubilizagdo da amostra e do farmaco utilizado como padréo. Este ultimo
refere-se a anfotericina B, usado nas concentragdes de 0,156 pg/mL a 10 pg/mL.

Apobs 72 horas de incubacéo, as microplacas foram centrifugadas a 3000 rpm, 4°C por
10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram efetuadas trés lavagens com
200 pL/poco de PBS para garantir a retirada das substancias dos pogos, procedendo com o teste
de viabilidade celular. Para isto, foram adicionados 200 plL/poco de uma solucdo estéril
contendo 10% de alamarBlue® (indicador de viabilidade celular a base de resazurina) em meio
LIT. Apds 4 horas de reacdo, a leitura foi realizada em leitor de microplacas (Anthos Zenith
200rt) a 570 nm e 600 nm. O ensaio foi realizado em duplicata.

A porcentagem de inibicdo da proliferacédo foi calculada a partir da formula: % inibicéo
=100 - [ A570 — (A600 x RO) Tratado / A570 — (A600 x R0) Controle positivo] x 100, em que
A570 é a absorbancia a 570 nm, A600 é a absorbancia a 600 nm e RO é o fator de correcéo,
calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo, ou seja, apenas meio de
cultura e resazurina, na auséncia de parasitos [RO = (A570 /A600)]. O resultado foi expresso
em concentracdo inibitoria para 50% dos parasitos (I1Cso).
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4.4.6 Avaliacdo da citotoxicidade

Este ensaio foi realizado no Laboratorio de Vacinas, Departamento de Microbiologia e
Imunologia da Universidade Federal de Alfenas (Unifal/MG) em colaboracdo com o Prof. Dr.
Luiz Felipe Leomil Coelho e o mestrando Gabriel Augusto Pires de Souza.

A citotoxicidade da fracdo butandlica (FBuOH) foi avaliada através do teste de
viabilidade celular usando o método MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio] segundo metodologia proposta por Branddo et al. 2010. Este método mede a
atividade das desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente
viaveis, em clivarem o anel de tetrazélio do MTT, transformando-o de um composto de
coloracdo amarela em um composto de coloracdo azul escuro, chamado de formazan, que sédo
cristais insoltveis em soluc@es aquosas (ABREU, 2008). Dessa forma, a producéo de formazan
reflete a atividade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular.

Células Vero (célula epitelial de rim de macaco-verde) foram cultivadas em meio
DMEM contendo 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) durante 48 horas em estufa a 37°C e 5% de
CO». Posteriormente, estas células foram semeadas em microplacas de 96 pogos a uma
densidade de 6 x 10° células/poco e incubadas por mais 24 horas. Apds este periodo, foram
adicionados 50 pL da amostra FBUOH solubilizada em &gua estéril e 150 pL de meio de cultura
ao primeiro poco da microplaca e entdo realizada a diluicdo seriada da amostra. A diluicdo da
amostra comecou a partir da transferéncia de 100 pL do primeiro poco para 0S pogos
consecutivos, até o ultimo poco, onde 100 pL foram desprezados para que todos 0s pogos
contivessem 100 pL de solugdo como volume final. A maior concentragéo testada, no 1° poco
da diluicdo seriada, foi de 1000 pg/mL. Alguns pocos foram reservados para controle de
crescimento celular, os quais continham apenas as células e 100 puL de meio de cultura.

Apdbs a montagem da microplaca, esta foi incubada por 48 horas a 37°C e 5% de CO..
Passado este periodo, foram adicionados 10 pL de solucdo de MTT (1 mg/mL) em todos 0s
pogos, e as microplacas foram novamente incubadas nas condigdes supracitadas por 4 horas.
Findo este tempo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e 100 pL/poco de DMSO
foram adicionados para solubilizacdo dos cristais de formazan. As microplacas foram agitadas
durante 10 minutos em agitador orbital e a absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de
microplacas (Anthos Zenith 200rt). O ensaio foi realizado em duplicata.

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada como [(A-B)/A] x 100, onde A e B séo

as absorbancias das células controle e tratadas, respectivamente. Os dados foram analisados
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usando regressao linear para obter valores para CCso e CCgo (concentracéo citotoxica para 50%
e 90% das células, respectivamente).

O indice de seletividade (1S) da fracdo FBUOH foi calculado pela razéo entre os valores
de CCso e CIM (NGUTA et al., 2016). Neste caso, como o valor de CIM no presente trabalho

foi dado em intervalo, o maior valor do intervalo foi considerado para o célculo de IS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises da fracao butanélica (FBUOH) e as discussdes acerca

dos mesmos podem ser conferidos nas subsecdes seguintes.

5.2 Caracterizacao quimica

5.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A fracdo FBUOH foi analisada por técnicas de cromatografia com objetivo de avaliar o
perfil quimico da mesma. A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo,
fundamentada na migragéo diferencial dos componentes de uma mistura que ocorre devido a
diferentes interacGes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria (DEGANI,
CASS; VIEIRA, 1998).

Dentre as varias técnicas de cromatografia, a cromatografia em camada delgada (CCD)
é uma das mais utilizadas devido a simplicidade, rapidez e baixo custo, sendo a técnica
escolhida para dar inicio ao estudo quimico da fracdo FBUOH e a qual permitiu verificar o
comportamento da mesma em diferentes misturas de eluentes e avaliar a presenca de classes de
compostos com o uso de reveladores distintos. O perfil cromatogréafico observado para a fragcdo
FBUOH foi analisado através da comparacao das coloracdes das bandas observadas nas placas,
quando reveladas, com as coloracdes das classes descritas na literatura (SIMOES et al., 2007;
WAGNER; BLADT, 1996; WALL, 2005).

Dentre os varios sistemas de eluentes testados, o que melhor distinguiu e separou 0s
compostos presentes na amostra foi a fase organica da mistura cloroférmio, metanol, n-propanol
e agua (5:6:1:4). Dentre os reveladores empregados, a luz UV-254 nm, anisaldeido sulfurico,
ninhidrina e reagente de Dragendorff se apresentaram apropriados para a detec¢do dos
compostos presentes na fracdo em estudo. As placas cromatogréficas resultantes desta triagem

quimica podem ser observadas na Figura 5.
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Figura5- Cromatografia em camada delgada da fracdo butandlica
(FBUOH) proveniente da fermentacdo do fungo endofitico
Gibberella moniliformis 99(3) revelada com luz UV-254
nm (A), anisaldeido sulftrico (B), ninhidrina (C) e reagente
Dragendorff (D). Fase mdvel (organica): cloroférmio,
metanol, n-propanol e agua (5:6:1:4). As setas indicam as
principais bandas reveladas.

Fonte: Da autora.

A luz UV-254 nm revelou trés bandas principais, indicando a presenca de grupos
cromoforos que apresentam ligagfes duplas conjugadas (FIGURA 5A), em que as zonas
cromatogréficas aparecem escuras em um fundo mais claro. A revelagdo por anisaldeido
sulfarico resultou em uma discreta banda de coloracao lilas sugerindo a presenca de compostos
pertencentes a classe dos terpenos (FIGURA 5B). Inicialmente conhecidos por serem
produzidos essencialmente por plantas, hoje sabe-se que fungos endofiticos produzem um
grande namero de terpenos estruturalmente diversos (DE SOUZA et al., 2011; XU, 2015;
ZHANG; WEI; TAN, 2015), apresentando variadas atividades bioldgicas, incluindo atividade
antitumoral, representada principalmente pelo composto Taxol® (paclitaxel), um diterpeno
produzido pelo endofito T. andreanae (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993); atividade
antifungica, como a descrita por Pongcharoen et al. (2008), na qual um diterpeno denominado
sordaricina, obtido do enddfito Xylaria sp., apresentou potente atividade contra Candida
albicans; além de atividades antiviral (PANG et al., 2017) e anti-inflamatéria (LIU et al., 2017,
CHEN et al., 2018).

A aplicacdo de anisaldeido sulfirico revelou ainda duas manchas difusas, uma de
coloracdo amarela, sugestiva da presenca de flavonoides e uma de coloracdo esverdeada que
pode sugerir a presenca de saponinas (FIGURA 5B). Flavonoides e saponinas tém sido

relatados como produto do metabolismo secundério de fungos endofiticos com destaque para
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atividades antioxidante (LI et al., 2015a; PAN et al., 2017; QIU et al., 2010; YAN et al., 2013)
e antimicrobiana (JIN et al., 2017; WU et al., 2012, 2013), respectivamente.

A revelacdo por ninhidrina mostrou uma banda de coloracéo rosa sugerindo a presenca
de aminas primarias (FIGURA 5C), as quais sdo encontradas, por vezes, em compostos
produzidos por fungos endofiticos de mangues (XU, 2015). A partir dos extratos de cultura do
endofito Xylaria sp. isolado de Ginkgo biloba, Liu et al. (2008) identificaram um composto
bioativo, 7-amino-4-metilcoumarina, que possui aminas primarias em sua estrutura, tendo o
mesmo apresentado forte atividade antibacteriana e antifingica contra diferentes patdgenos.

Por fim, a presenca de alcaloides na fracdo FBUOH foi sugerida pela revelagdo com
reagente Dragendorff que mostrou uma banda de coloragéo castanha (FIGURA 5D). Os fungos
endofiticos foram relatados na revisdo de Zhang e colaboradores (2012) como excelente fonte
de novos alcaloides bioativos, apresentando variada atividade biol6gica com potencial para
serem explorados pela indUstria farmacéutica, além de auxiliarem na protecdo da planta
hospedeira. Carvalho (2016) identificou um alcaloide piridinico, denominado &cido fusérico, a
partir da fracdo acetato de etila obtida da fermentacdo do fungo G. moniliformis 99(3), mesmo
enddfito utilizado no presente estudo, e esse alcaloide apresentou amplo espectro de acgédo
antimicrobiana, além de atividade antiproliferativa contra linhagens tumorais de

adenocarcinoma de mama e melanoma.

5.2.2 High Performance Liquid Chromatography — Diode Array detector (HPLC-DAD)

Visando caracterizar o perfil quimico da amostra em estudo, a fragdo FBuOH também
foi avaliada por HPLC-DAD. O cromatograma obtido pode ser observado na Figura 6.

MMMMMMMM

Figura6- Cromatograma da fragdo butandlica (FBUOH) proveniente da fermentacgao
do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) obtido por HPLC-DAD
a 350 nm.

Fonte: Da autora.
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A partir de uma varredura em diferentes comprimentos de onda, a Figura 6 apresenta o
cromatograma no comprimento de onda que melhor revelou os compostos presentes na fragéo
FBUOH. E possivel observar, no comprimento de onda analisado (350 nm), a presenca de um
pico majoritario no tempo de retencdo de aproximadamente 25 minutos. Este tempo de retencéo
caracteriza um comportamento de carater mais apolar da fracdo FBUuOH, uma vez que se trata
de um HPLC com coluna de fase reversa. Além disso, nas condi¢des analisadas, aparentemente
a fracdo FBUOH apresentou pouca variedade de substancias, o que pode ser explicado pela
amostra se tratar de uma fragdo, ou seja, ja € uma parte isolada de uma matriz complexa.

Alguns compostos pertencentes & classe dos flavonoides tém sido descritos por
apresentarem maximo de absorcdo na regido de 350 nm (COOMAN; EVERAERT,;
KEUKELEIRE, 1998; DUBBER; KANFER, 2004), além do que, devido seu carater polar, 0s
flavonoides sdo substancias preferencialmente extraidas com solventes polares como n-butanol
(SIMOES et al., 2007), o0 mesmo solvente utilizado na extragio da amostra em estudo,
sugerindo que o pico apresentado pela fragdo FBUOH possa pertencer a esta classe quimica.

Patil e colaboradores (2015) identificaram por HPLC a presenca de bioflavonoides
rutina no extrato do endofito Aspergillus flavus L7, o qual apresentou potente atividade
antibacteriana, antiflngica e antioxidante. Pan et al. (2017) relataram a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides e saponinas em extratos de fungos endofiticos isolados de Fritillaria
unibracteata var. wabuensis, dentre os flavonoides foi relata a presenca de rutina, cianidina,
luteolina e apigenina. Zhao e colaboradores (2014) descreveram pela primeira vez a producao
de luteolina por um enddfito isolado de raizes de guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.],
composto que, segundo os autores, contribui para a atividade antioxidante apresentada pelo
extrato fungico.

Entretanto, este ensaio carece de um estudo mais aprofundado em relacdo as condicGes
cromatogréaficas utilizadas para uma melhor resolucdo dos compostos presentes na fragdo
FBUOH, bem como do uso de alguns padrdes da classe de flavonoides que permita comparar
com o resultado obtido.

5.2.3 Determinacdo quantitativa de compostos fendlicos

Os compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e em micro-
organismos e, de maneira geral, sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxila. No entanto, sdo extremamente diversos e
abrangem um grande numero de substancias tais como &cidos fendlicos, benzoquinonas,

flavonoides, fenilpropanoides, ligninas e taninos, dentre outras (ROBARDS et al., 1999).



48

Como parte da caracterizacdao quimica, a fragdo FBUOH foi submetida a um ensaio para
determinar a quantidade de fendlicos totais, e o resultado foi de 15,85 miligramas de acido
galico por grama de fracdo, com desvio padréo de = 0,22; valor relativamente baixo quando
comparado a outros dados na literatura. Yadav e colaboradores (2014) avaliaram a quantidade
de fendlicos totais em extratos acetato de etila de 21 fungos endofiticos isolados de Eugenia
jambolana e encontraram valores que chegaram a 60,13 mg GAE/g. Quando comparada a
outras fontes de produtos naturais, a diferenca no teor de compostos fendlicos se torna ainda
maior. Nina et al. (2015) relataram para propolis chilena um total de 208 mg GAE/g de contetdo
fendlico.

A baixa quantidade de compostos fendlicos encontrada na fracdo FBuOH pode estar
relacionada ao método e as condicdes de extracdo que foram empregados para obtencdo dos
metabolitos fungicos, bem como a polaridade do solvente utilizado. Corroborando com esta
hipotese, Garcia-Salas e colaboradores (2010) relataram que o processo de extracdo liquido-
liquido, o mesmo utilizado no presente estudo, pode provocar a degradacdo de compostos
fenolicos em decorréncia do tempo de extracdo que este método exige. Os autores acrescentam
ainda que a luz, juntamente com o ar e a temperatura, sdo fatores importantes que facilitam as
reacOes de degradacdo. Além disso, segundo Rodriguez-Pérez et al. (2015), dependendo dos
solventes utilizados na extracdo, a quantidade de compostos fendlicos extraidos de uma matriz
pode diferir muito, principalmente em decorréncia da polaridade destes compostos.

A influéncia que o solvente utilizado na extracdo de metabdlitos exerce sobre a
quantificacdo de compostos fendlicos totais de uma amostra tem sido extensamente relatada na
literatura, uma vez que a polaridade destes compostos varia significativamente. Sulaiman et al.
(2011), Alothman et al. (2009) e Abozed et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes solventes
sobre o conteudo de fendlicos totais em vegetais, frutas e trigo, respectivamente, e concluiram
que o teor de fendlicos varia tanto em funcdo da matriz avaliada quanto do solvente utilizado.
Gautham e Onkarappa (2013) relataram um total de 1,23 mg GAE/g de extrato de contetdo
fendlico na fragcdo n-butandlica, mesmo solvente utilizado no presente trabalho, extraida do
metabolismo do actinomiceto Streptomyces fradiae GOS:.

Contrastando com os resultados aqui obtidos, diversos autores relatam a produgéo de
compostos fenolicos pelos endofitos. De acordo com o levantamento realizado por Carvalho e
colaboradores (2016), os fungos endofiticos sdo uma fonte ndo convencional de novos
compostos fenolicos, os quais mostram interessantes bioatividades e ampla aplicagdo, como
antifangicos, antibacterianos, antivirais e antioxidantes. Singh et al. (2016) documentaram que

o0 endofito Cladosporium velox TN-9S isolado de Tinospora cordifolia, uma planta medicinal,
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pode ser explorado pela industria farmacéutica como fonte de compostos fendlicos com
atividade antioxidante e genoprotetora, uma vez que esses compostos também mostraram
natureza nao-mutagénica e nao-citotoxica.

Investigando a planta Aegiceras corniculatum de um mangue chinés, Sun e
colaboradores (2014) isolaram o endd6fito Pestalotiopsis sp. AcBC2 e a fermentacgdo deste fungo
levou ao isolamento de cinco novos compostos fendlicos denominados Pestalol A-E, além de
outros compostos ja conhecidos. Os compostos Pestalol B e C mostraram atividade
antiproliferativa contra um painel de 10 linhagens de células tumorais humanas, entre elas
células de pulméo, prdstata, mama e melanoma. Pestalol B mostrou, ainda, atividade inibitdria

contra Mycobacterium tuberculosis.
5.3 Atividades Biologicas
5.3.1 Atividade Antimicrobiana

As fragdes FACOEt e FBUOH provenientes da fermentagdo do fungo G. moniliformis
99(3) foram avaliadas quanto a sua a¢éo antimicrobiana contra cepas ATCC de bactérias Gram-

positiva e Gram-negativa e de uma levedura. Os resultados podem ser verificados na Tabela 2.

Tabela2-  ConcentracOes inibitéria minima (CIM) e microbicida minima (CMM) em pg/mL
observadas para as fracOes acetato de etila (FACOEt) e butandlica (FBuOH)
provenientes da fermentacéo do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) contra
diferentes micro-organismos.

Candida albicans Escherichia coli Staphylococcus aureus
Fracdo (ATCC 10231) (ATCC 25922) (ATCC 6538)

CIM CMM CIM CMM CIM CMM
FACOEt 100-200 200 200-400 N.A. 200-400 N.A.
FBUOH 25-50 50 100-200 N.A. N.A. N.A.

Nota: N.A.: ndo ativo para as concentrac@es testadas (3,125 a 400 pg/mL).
Fonte: Da autora.

A fracdo FACOEt foi avaliada com o intuito de verificar se o fungo G. moniliformis
99(3) permanecia viavel e capaz de reproduzir a atividade antimicrobiana encontrada nos
estudos conduzidos por Carvalho (2016), ndo sendo objeto de estudo deste trabalho. A fragédo
acetato de etila obtida por este autor apresentou CIM entre 125-250 pug/mL contra C. albicans
e entre 250-500 pg/mL para ambas bactérias E. coli e S. aureus. Observando a Tabela 2 é
possivel verificar que o enddfito em questdo se manteve viavel e apresentou atividade similar

a relatada por Carvalho (2016), com CIM entre 100-200 pug/mL contra C. albicans e entre 200-
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400 pg/mL contra E. coli e S. aureus. Sendo assim, prosseguiu-se com o estudo do produto de
fermentacdo de G. moniliformis 99(3).

Os resultados obtidos para a fracdo FBUOH foram avaliados de acordo com o critério
de Holetz et al. (2002), em que é possivel classificar a acdo antimicrobiana de extratos naturais
como forte quando apresentam atividade em concentragdes menores que 100 pg/mL; moderada
em concentracdes entre 100 e 500 pg/mL; fraca entre 500 e 1000 pg/mL e inativa quando maior
ou igual a 1000 pg/mL. Sendo assim, € possivel observar na Tabela 2 que a fracdo FBUOH se
destacou por apresentar forte atividade antimicrobiana contra C. albicans, com acéo
fungistatica nas concentracfes entre 25-50 pug/mL e acdo fungicida na concentracdo de 50
pg/mL.

Este resultado é extremamente relevante uma vez que infec¢des causadas por Candida
spp. apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade e estdo associadas a uma ampla
variedade de manifestacfes clinicas que vao desde infec¢des superficiais e mucosas até
disseminadas e infec¢des sanguineas (KULLBERG; ARENDRUP, 2015). Considerando ainda,
0 contexto de terapias imunossupressoras cada vez mais invasivas, as infeccGes fangicas
tornam-se uma ameaca para a saude humana (DORSAZ et al., 2017). Além disso, embora
menos frequente que a resisténcia bacteriana, 0 uso repetido e prolongado de agentes
antifungicos tem facilitado o desenvolvimento de resisténcia em espécies fungicas relevantes
clinicamente (ARENDRUP; PATTERSON, 2017; DENNING; HOPE, 2010;
KONTOYIANNIS, 2017; MORIO et al., 2017). Quando ocorre, a resisténcia antifingica pode
ser um problema clinico grave devido ao nimero limitado de agentes disponiveis.

Em um levantamento realizado por Newman e Cragg (2016), apenas 32 farmacos
antifungicos foram introduzidos na clinica médica entre 1981 e 2014, dos quais mais de 78%
eram de origem sintética. Isso é problematico porque 0s agentes atuais ndo sao suficientemente
ativos, ndo podem ser administrados por via oral, trazem toxicidades especificas de drogas ou
de classe, ou ainda podem apresentar grandes interacbes medicamentosas (DENNING;
BROMLEY, 2015). Tomados em conjunto, 0 pequeno numero de agentes antifungicos
disponiveis e o desenvolvimento de resisténcia aos mesmos revelam a necessidade urgente de
novos compostos ativos para melhorar os resultados terapéuticos associados as infecgdes
fangicas e a fragdo FBUOH se mostrou promissora para esta finalidade.

Além disso, cabe ressaltar que, segundo o critério de Holetz et al. (2002), a fracdo
FBUOH apresentou forte acdo fungicida. Considerando que a maioria dos antifungicos séo
fungistaticos em vez de fungicidas (BERMAN; SUDBERY, 2002), o presente resultado reforca

0 potencial bioativo dos produtos de fermentacao do fungo endofitico G. moniliformis 99(3).
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Relacionando a caracterizacdo quimica da fragdo FBUOH com a atividade antifngica
apresentada pela mesma, é possivel propor que o0s compostos sugeridos nas analises
cromatograficas sejam os responsaveis pela acdo contra C. albicans, uma vez que alcaloides,
terpenos, saponinas e flavonoides ja foram descritos na literatura por possuirem atividade
antifungica. Como citado na discussdo da caracterizacdo quimica (Se¢do 5.1.1), um alcaloide
piridinico foi identificado nos metabdlitos produzidos pelo endofito G. moniliformis 99(3) e o
mesmo apresentou forte atividade fungistatica e fungicida contra isolados de C. albicans
provenientes de lencoéis e jalecos de hospital, aléem de moderada atividade contra a cepa
proveniente de ponta de cateter (CARVALHO, 2016). Yuan e colaboradores (2009)
identificaram varios compostos diterpénicos da cultura do enddfito Botryosphaeria sp. MHF
isolado de Maytenus hookeri, sendo que um deles exibiu atividade contra os fungos oportunistas
C. albicans, Saccharomyces cerevisiae e Penicillium avellaneum comparavel ao farmaco
padrdo nistatina. Uma nova flavona prenilada, metabdlito da classe dos flavonoides, foi isolada
de um enddfito proveniente de uma planta de mangue e a mesma apresentou atividade contra
trés fungos patogénicos de plantas: Colletotrichum musae, Gibberella zeae e P. citrinum (DING
et al., 2013). Por fim, Jin et al. (2017) relataram a producdo de saponinas com atividade contra
C. albicans pelos fungos endofiticos Fusarium oxysporum PN8 e Aspergillus niger PN17
isolados de Panax notoginseng.

Entretanto, devido ao teste quimico ter sido preliminar e sugestivo, ndo refinado a ponto
de determinar os exatos compostos presentes na fracdo FBUOH, mais estudos sdo necessarios
para inferir qual composto é responsavel pela atividade antifingica ou mesmo se mais de um
composto presente na amostra esta agindo em sinergismo para conferir esta bioatividade a
fracdo FBUOH.

Em relacdo a atividade antibacteriana da fracdo FBuOH é possivel observar na Tabela
2, considerando o critério de Holetz et al. (2002) descrito no inicio desta secdo, que a mesma
exibiu moderada acdo bacteriostatica contra a bactéria Gram-negativa E. coli, mas ndo
apresentou acdo bactericida nas concentracoes testadas (CIM: 100-200 pug/mL; CMM > 400
pg/mL). Em geral, as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes & acdo de antibidticos
devido a natureza mais complexa de suas paredes celulares que sdo envolvidas por uma
membrana externa composta de lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos, o que pode
limitar a difusdo efetiva de drogas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; LEE; JANG;
CHA, 2012; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Apesar disso, o acido fusarico identificado a

partir da fracdo acetato de etila obtida da fermentagdo do fungo endofitico G. moniliformis
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99(3), apresentou forte acdo bacteriostatica e moderada acéo bactericida contra E. coli ATCC
25922 (CARVALHO, 2016).

Embora sejam encontrados na literatura relatos frequentes de compostos com agéo
contra bactérias Gram-positivas (CAl etal., 2017; EPSTEIN; GOLAN, 2012; LIM et al., 2010),
a fragdo FBUOH avaliada no presente estudo ndo mostrou atividade contra S. aureus nas
concentracgdes testadas (CIM e CMM > 400 pug/mL, TABELA 2). No entanto, Carvalho (2016)
relatou atividade moderada do &cido fusarico identificado na fracdo acetato de etila proveniente
do mesmo endofito avaliado no presente trabalho contra S. aureus. Ratnaweera et al. (2015) em
estudo com o fungo endofitico Fusarium sp. identificou 0 composto equisetina, o qual possui
propriedades antibacterianas seletivas, sendo ativo contra S. aureus, B. subtilis e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA).

Comparando o comportamento da fracdo FBuOH frente aos trés micro-organismos
testados, é relevante destacar que a mesma apresentou acdo microbiana seletiva, sendo efetiva
apenas contra a levedura, o que é uma caracteristica interessante na busca por um novo agente
terapéutico. Isso se reforca uma vez que é crescente a valorizacdo por agentes de espectro
estreito na descoberta de novas drogas (BROWN; WRIGHT, 2016; WRIGHT, 2017).

No entanto, cabe ressaltar que embora o fungo G. moniliformis 99(3) num primeiro
momento tenha se mostrado viavel ao produzir metabdlitos com as atividades encontradas por
Carvalho (2016), uma segunda fermentacdo foi realizada e o extrato resultante ndo apresentou
a mesma atividade antifangica. De fato, a atenuacdo ou perda da producdo de metabdlitos por
meio da geracdo de subculturas de fungos endofiticos tem sido extensamente relatada na
literatura (GURUDATT et al., 2010; KUSARI; PANDEY; SPITELLER, 2012; KUSARI;
SINGH; JAYABASKARAN, 2014; LUDWIG-MULLER, 2015). Por exemplo, a producéo de
camptotecina (agente antineoplasico) por endofitos isolados de Campthoteca acuminata foi
significativamente diminuida da primeira para a sétima geracdo de subcultura do fungo F.
solani (KUSARI; ZUHLKE; SPITELLER, 2009) ou até mesmo completamente perdida apds
repeticdo da subcultura de duas cepas de Aspergillus sp., como observado por Pu et al. (2013).
No entanto, isso pode ser dependente da espécie, uma vez que 0s mesmos autores relataram que
uma espécie de Trichoderma produziu camptotecina mesmo apos a oitava gera¢cao com apenas
uma pequena reducdo na produtividade (PU et al., 2013).

As raz0es para essa atenuagdo podem ser atribuidas a fatores que resultam da perda de
interacbes com a planta hospedeira e com outros endéfitos coexistentes e/ou ao silenciamento
de genes em culturas axénicas (KUSARI; HERTWECK,; SPITELLER, 2012; KUSARI,
SPITELLER, 2011). Segundo Madhusudhan e colaboradores (2015), a reducdo na producao
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de metabolitos secundarios em subculturas sob condi¢Bes de cultura axénica é o principal
obstadculo na producdo em larga escala dos compostos oriundos de micro-organismos
endofiticos, além do que pequenas variacdes nas condi¢cdes de cultivo in vitro podem afetar o
tipo e a variedade de metabdlitos secundarios que produzem.

Dessa forma, Venugopalan e Srivastava (2015) sugerem algumas estratégias para
sustentar e aumentar a producgdo de metabdlitos secundarios de alto valor de fungos endofiticos.
Além de técnicas de melhoramento de linhagens para desenvolvimento de cepas de alto
rendimento adicionadas a otimizacdo dos processos de fermentagdo, que poderiam melhorar o
rendimento e a produtividade do metabolito de interesse; os autores acrescentam, ainda, a
importancia de estratégias para reduzir a instabilidade genémica ou o silenciamento de genes
biossintéticos nas culturas axénicas de endofitos através de técnicas de co-cultivo e/ou adicao
de modificadores epigenéticos. A Figura 7 descreve uma abordagem racional para explorar

culturas axénicas de enddfitos para producdo de metabolitos secundarios.

Planta hospedeira

& Monocultura axénica
%;\ Isolamento de Cepa com caracteristica Estimativa da variacdo do rendimento do

= " endéfitos desejada [ | produto em subcultura

Cepas com instabilidade axénica

Cepa com produgdo
/ estével

Estratégias de melhoria da cepa

1 I Estudos para determinar as razdes da instabilidade I
Triagem e selecdo de cepas de alto rendimento /\
l Genes biossintéticos Genes biossintéticos
G —
silenciados parciais/instaveis
Estratégias de otimizagdo dos bioprocessos 1 1
1 "1 g Outras cepas |
Uso'de Goscuitaracom plants [LaEe s
Aumento de escala do bioprocesso otimizado modificadores  hospedeira/fermentacgo
P epigenéticos mista com outros H Descoberta de
enddfitos i novos
! metabdlitos
Figura7- Uma abordagem racional para exploracdo de culturas axénicas de endofitos para

producdo de metabolitos secundarios.

Fonte: VENUGOPALAN; SRIVASTAVA, 2015; com modificacGes.

Algumas dessas abordagens tém sido relatadas na literatura com sucesso. EI-Elimat e
colaboradores (2014) observaram atenuacdo da producdo de flavonolignanas pelo enddfito
Aspergillus iizukae isolado de Silybum marianum apds subcultura, no entanto a producéao foi
retomada quando o fungo foi previamente cultivado em um meio contendo folhas autoclavadas

da planta hospedeira; sendo importante salientar que ndo foram detectadas flavonolignanas nos
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extratos da folha de S. marianum. Ja os pesquisadores Chagas, Dias e Pupo (2013) conseguiram
aumentar a producdo de policetideos antifungicos a partir da cultura mista dos fungos
endofiticos Alternaria tenuissima e Nigrospora sphaerica isolados da mesma planta hospedeira
(Smallanthus sonchifolius).

No entanto, também ha relatos de autores que falharam ao tentar reverter a atenuacao
da producdo em culturas endofiticas (GURUDATT et al., 2010), revelando a necessidade de
estudos sobre a complexa interacdo entre enddfito, planta hospedeira e outros enddfitos.
Segundo Suryanarayanan (2013), visualizar os endéfitos ndo apenas como um subconjunto de
fungos, mas como parte integrante da comunidade vegetal, e estudar os diferentes aspectos de
sua biologia ird nos ajudar a compreender a evolucdo do endofitismo. De fato, a falta de
compreensdo dessa dindmica interacdo é uma das raz6es pela qual ndo foi possivel até agora
manter a estabilidade biossintética de endofitos capazes de produzir compostos em subculturas
sucessivas (KUSARI; SPITELLER, 2011).

Dito isso e diante da forte atividade antifungica apresentada pela fragio FBUOH,
ressalta-se a importancia de estudos mais aprofundados sobre a biologia de G. moniliformis,
bem como da relacdo com sua planta hospedeira e da otimizagdo do processo fermentativo, a
fim de fornecer um ambiente de cultura propicio para restaurar e sustentar seu potencial

biossintético.
5.3.2 Potencial Sinérgico

Considerando o cenario mundial da necessidade por novos farmacos, a combinacédo de
drogas representa uma estratégia promissora para controlar a evolucédo de resisténcia, aumentar
a eficacia dos tratamentos, minimizar efeitos toxicos, bem como para resgatar o potencial de
antigas drogas (BOLLENBACH, 2015; KUMAR et al., 2012). Diante disso, foi realizado o
teste de Checkerboard para determinar o efeito da associagdo da fragdo FBuOH com os
antifungicos fluconazol, anfotericina B e nistatina contra Candida albicans. Os resultados

obtidos podem ser conferidos na Tabela 3.
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Tabela3-  Teste de Checkerboard com a fragdo butandlica (FBuOH) proveniente da fermentacéo
do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) em associacdo com antifungicos de
uso comercial contra Candida albicans, em pg/mL.

Antifungico CIMr  CIMant  CIMcrr  ClMcant  CIFF CIFa ICIF*

Fluconazol 100 64 25 8 0,25 0,125 _0,375
sinérgico

Anfotericina B 100 4 100 4 1 1 2
indiferente

Nistatina 100 1 50 1 0,5 1 15
indiferente

Nota: CIMg: concentracdo inibitéria minima da fracdo. CIMant: concentracéo inibitéria minima do antifingico.
ClMcrr: concentracdo inibitéria minima da fragdo combinada com o antifingico. CIMcant. concentragdo
inibitéria minima do antifingico combinado com a fragdo. CIFg: concentragdo inibitdria fraciondria da
fracdo. CIFa: concentracdo inibitoria fracionéaria do antifingico. ICIF: indice da concentracdo inibitéria
fracionéria. *Classificacdo de Timurkaynak et al. (2006).

Fonte: Da autora.

Analisando a Tabela 3 é possivel verificar efeito sinérgico entre a fracdo FBUOH e o
fluconazol (ICIF = 0,375) cuja acdo foi potencializada em 8 vezes, sendo a CIM do antifangico
reduzida de 64 para 8 pg/mL. Este resultado pode se tornar uma opgdo promissora dentro do
panorama de resisténcia ao fluconazol que vem sendo observado em espécies de Candida (DOS
SANTOS et al., 2005; VIEIRA; DOS SANTOS, 2017), uma vez que a terapia combinatoria
pode evitar ou retardar a resisténcia dessas leveduras ao antifingico, bem como pode reduzir
as limitagBes do tratamento convencional, como efeitos adversos e toxicidade através da
possibilidade da administracdo de doses menores do farmaco (CAMPITELLI et al., 2017;
CUENCA-ESTRELLA, 2004).

O estudo de Li et al. (2015b), corrobora com os achados do presente trabalho. Estes
pesquisadores avaliaram o potencial sinérgico de 17 compostos oriundos do metabolismo
fungico do enddfito Guignardia sp. isolado de Euphorbia sieboldiana contra C. albicans e
observaram efeito sinérgico na associacdo de fluconazol com os compostos 13-hidroxilado
guignardona A, guignardona N, guignardona O, guignardona B e &cido guignardico. Os autores
também constataram acéo sinérgica dessas associa¢des contra o desenvolvimento do biofilme
de C. albicans.

No entanto, considerando a classificagdo de Timurkaynak et al. (2006), o efeito da
associacdo da fracdo FBUOH com a nistatina e a anfotericina B se mostrou indiferente
(TABELA 3), ou seja, a CIM obtida na associagéo foi muito proxima ou igual ao valor da CIM
encontrada para 0s compostos isolados. Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira e
colaboradores (2016) ao avaliarem o efeito modulador da associacdo do 6leo essencial extraido

de folhas de Ocimum gratissimun com antiflngicos de uso clinico. Também utilizando o
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método de Checkerboard, estes autores combinaram o dleo essencial a nistatina, ao cetoconazol
e ao miconazol e testaram contra diferentes espécies de Candida observando efeito sinérgico
apenas na associacdo do 6leo essencial com o cetoconazol e somente sobre C. tropicalis ATCC
13803, sendo indiferente na combinacdo com nistatina.

As divergéncias nos resultados entre as associacOes da fracdo FBuOH com os
antifungicos testados podem estar relacionadas aos diferentes mecanismos de acdo dos mesmaos.
O fluconazol é um antifangico agrupado na classe dos azolicos e tem como alvo principal a via
de biossintese do ergosterol (principal esteroide da membrana plasmatica do fungo) no reticulo
endoplasmaético, ou seja, seu mecanismo de a¢do é baseado na inibi¢do da sintese de ergosterol
exercendo agdo fungistatica (DOS SANTOS et al., 2005; MAUBON et al., 2014). Por outro
lado, a nistatina e a anfotericina B pertencem a classe dos polienos, que se ligam ao ergosterol
e alteram a permeabilidade da membrana fungica permitindo a perda de conteddo celular,
levando a morte do fungo (GHANNOUM; RICE, 1999; MAUBON et al., 2014).

Dito isso, podemos especular que a fragdo FBUOH possa agir na permeabilidade da
membrana plasmatica do fungo aumentando assim o poder de penetracdo do fluconazol na
célula e consequentemente potencializando sua agdo. O mesmo ndo aconteceu com os polienos,
possivelmente por esta classe de antifingicos ja agirem na permeabilidade da membrana. E
importante ressaltar que embora a associagéo da fracdo FBuOH com a nistatina e a anfotericina
B ndo tenha sido sinérgica, a mesma ndo foi antagbnica, ou seja, a amostra em estudo nédo
interferiu no mecanismo de a¢do destes antifingicos.

No entanto, existem outros mecanismos que podem estar envolvidos na atividade
sinérgica com a combinacédo de antifingicos, por exemplo: inibicdo de diferentes estagios da
mesma via bioquimica intracelular essencial a sobrevivéncia do fungo; inibicdo de proteinas
carreadoras na membrana plasmatica que teriam a funcdo de promover a extrusdo do
antifngico, que por sua vez permanece no interior da célula e exerce seu efeito; ou ainda,
inibicdo de diferentes alvos celulares simultaneamente, efeito observado, por exemplo, em
drogas que agem sobre a parede celular enquanto a outra atua sobre a membrana plasmatica
(JOHNSON et al., 2004). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo
de agdo da fracdo FBUOH e ent&o esclarecer o mecanismo responsavel pela acao sinérgica com
o fluconazol.

A literatura reporta com sucesso algumas associagdes de compostos provenientes do
metabolismo endofitico com antimicrobianos convencionais, como € o caso do trabalho de
Pereira e colaboradores (2016) que avaliaram dois acidos eicosanodicos produzidos pelo

enddfito Mycosphaerella sp. isolado de Eugenia bimarginata e ambos mostraram efeito
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sinérgico quando associados a anfotericina B contra Cryptococcus gattii. Zin et al. (2017)
estudando os produtos de fermentacdo de Eurotium chevalieri, um enddéfito isolado de uma
planta de mangue, relataram forte sinergismo na associacdo da emodina, composto produzido

pelo fungo, e do antimicrobiano oxicilina contra MRSA.
5.3.3 Atividade Antioxidante

A avaliacdo in vitro da atividade antioxidante de produtos naturais € uma pratica
bastante comum em laboratorios de pesquisa, no entanto, em funcao dos diferentes mecanismos
de reacOes que ocorrem entre o radical (ou agente oxidante) e os compostos antioxidantes, um
Unico ensaio ndo é capaz de refletir a eficacia antioxidante de um determinado composto, sendo
gue a maneira mais eficaz de estimar a atividade antioxidante de uma amostra é pela
combinacdo de ensaios, abrangendo mecanismos antioxidantes e radicais diferentes (PRIOR;
WU; SCHAICH, 2005; TAN; LIM, 2015; ZHAO et al., 2014). Sendo assim, para que a
atividade antioxidante da fracdo FBuUOH obtida da fermentacdo do fungo endofitico G.
monilliformis 99(3) fosse determinada com maior rigor, métodos baseados em diferentes

mecanismos de acdo foram utilizados e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela4 -  Atividade antioxidante da fracdo butanélica (FBUOH) proveniente da fermentagdo do
fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) determinada pelos métodos DPPH,
ABTS, ORAC e FRAP.

Amostra DPPH" ABTS® ORAC® FRAP™ AAY%™
FBUOH 39,03 +2,94 152,16 + 9,34 213,72+5145 182,28 +19,04 13,01

Nota: Os valores representam a média das medidas em triplicata + o desvio padrdo. “Atividade antioxidante
equivalente em Trolox (umol de Trolox/g de fracdo). ~“Atividade antioxidante equivalente em sulfato

*okk

ferroso (umol Fe?*/g de fragdo). " AA%: porcentagem de atividade antioxidante calculada pelo método
Fonte: l[D)aP Zmbra.

O método DPPH avalia a capacidade de um composto antioxidante sequestrar o radical
livre sintético DPPH" formando um composto estavel. Fundamenta-se na transferéncia de
elétrons ou de atomos de hidrogénio de um composto antioxidante para um oxidante
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A fracdo FBUOH apresentou 13,01% de capacidade
antioxidante pelo método DPPH na concentracdo testada, valor consideravelmente baixo
guando comparado a dados na literatura para outros fungos endofiticos. Utilizando o mesmo
método, Carvalho et al. (2012) observaram para 0 extrato acetato de etila do endofito
Paraconiothyrium sp. P83F4/1 atividade antioxidante de 58,92%, enquanto Zhao e
colaboradores (2012) relataram 80% de capacidade de sequestro do DPPH" para o acido



58

cajaninstilbeno identificado a partir do extrato acetato de etila do enddfito Fusarium
proliferatum ERP-13.

Comparando o resultado obtido para a fragdo FBUOH no ensaio DPPH com a atividade
antioxidante de outros produtos naturais como a prépolis, por exemplo, a diferenca se torna
ainda mais significativa. Socha et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante de nove
amostras de prépolis polonesa e encontraram valores que variaram entre 1920 — 2690 pumol
Trolox/g para o ensaio de DPPH, enquanto a fracdo FBuOH apresentou 39,03 umol de Trolox/g
para 0 mesmo ensaio.

O método ABTS, assim como o DPPH, também avalia a capacidade de sequestro de um
radical livre sintético, no caso 0 ABTS™, envolvendo a transferéncia de elétrons ou de 4&tomos
de hidrogénio, no entanto, a atividade apresentada pela fracdo FBuOH no ensaio ABTS (152,16
pumol de Trolox/g) foi maior que no método DPPH (39,03 umol de Trolox/g). Além da diferenca
na concentracdo da amostra utilizada para cada ensaio, outra provavel explicagdo para este fato
é a limitacdo que o método DPPH apresenta na avaliacdo da atividade antioxidante de
compostos hidrofilicos, uma vez que este radical é dissolvido apenas em solventes organicos.
Ao contrario, o radical ABTS™", sollvel em meio aquoso e organico, permite determinar o
potencial antioxidante tanto de compostos hidrofilicos quanto lipofilicos (MAGALHAES et al.,
2008). A mesma diferenca entre os dois ensaios foi relatada por Tiveron e colaboradores (2016)
na avaliacdo da atividade antioxidante de sete amostras de prépolis organica, sendo a
capacidade de sequestrar radicais ABTS™ maior do que DPPH" para todas as variantes de
prépolis analisadas, neste caso foram utilizadas amostras nas mesmas concentra¢fes. Arnao
(2000) e Gilgin (2012) também descreveram a solubilidade destes radicais como fator limitante
na avaliagdo do potencial antioxidante de amostras naturais.

A fracdo FBuOH apresentou atividade antioxidante de 152,16 umol de Trolox/g pelo
método ABTS, sendo possivel observar diferenca expressiva quando comparada a outros
relatos na literatura. Zeng e colaboradores (2011) a partir de uma triagem da atividade
antioxidante de extratos acetato de etila de 49 fungos endofiticos isolados de Scapania
verrucosa, relataram resultados que variaram de 16,58 — 1248,10 pmol Trolox/g pelo método
ABTS, sendo que 20 enddfitos apresentaram atividade superior a da fragdo FBUOH.

O método FRAP ¢é uma analise que envolve exclusivamente reacdes de transferéncia de
elétrons e se fundamenta na capacidade dos antioxidantes presentes na amostra em reduzirem
o ion férrico. Ainda que este ensaio ndo seja relevante para a atividade antioxidante de forma
fisiologica, uma vez que € necessario um pH acido (pH 3,6) para a condugdo das analises, a

combinagdo com outros ensaios pode ser importante para distinguir os mecanismos dominantes
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para diferentes compostos antioxidantes (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Para este ensaio, a
fracilo FBuUOH apresentou atividade antioxidante de 182,28 pmol Fe?*/g, valor
consideravelmente inferior aos encontrados por Socha et al. (2014) para amostras de prépolis
polonesa, em que os valores variaram entre 6230 — 9190 umol Fe?*/g, para 0 mesmo método.

Por fim, o método ORAC envolve apenas reacdes de transferéncia de atomos de
hidrogénio e, em contraste com os ensaios acima citados, envolve uma espécie reativa de
oxigénio (ERO) de relevancia fisioldgica, o radical livre peroxila, sendo o ensaio que apresenta
a melhor correlacdo com a atividade antioxidante que ocorre in vivo (PRIOR, 2015). No
entanto, comparando a atividade apresentada pela fracdo FBUOH neste ensaio (213,72 pumol
Trolox/g) com valores encontrados na literatura, a diferenca continua consideravel. Tiveron e
colaboradores (2016) relataram uma variagdo de 500 a 1950 umol Trolox/g de extrato na
atividade antioxidante de sete amostras de prépolis organica do sul do Brasil pelo método
ORAC. Ainda utilizando o mesmo método, Silva (2017) avaliou a atividade de oito extratos de
méis organicos brasileiros € os mesmos apresentaram valores entre 835,54 ¢ 1785,35 umol de
Trolox/g de extrato.

As divergéncias entre os resultados de atividade antioxidante obtidos para a fracao
FBUOH através das quatro metodologias utilizadas, podem estar relacionadas as diferencas na
natureza dos radicais utilizados, na forma como sdo gerados em cada ensaio, bem como aos
seus mecanismos de acdo. Além disso, embora o0s resultados das diferentes metodologias nao
possam ser comparados, a menor atividade apresentada pela fragdo FBUOH no ensaio de DPPH
pode ainda ser devido a concentracdo utilizada no preparo da amostra, uma vez que para 0S
outros ensaios partiu-se de uma solu¢do-mée na concentragdo de 30 mg/mL, e para o DPPH a
concentracdo inicial foi de 7,5 mg/mL. Cabe ressaltar ainda, que devido a falta de uma
padronizacdo na forma de expressar resultados de atividade antioxidante houve dificuldade na
comparacao dos resultados com dados apresentados na literatura para outros fungos endofiticos.

A atividade antioxidante da fracdo FBUOH foi avaliada tambem pela técnica de HPLC
on-line (sequestro do radical ABTS™), a qual permite identificar e quantificar, individualmente,
quais constituintes de uma matriz possuem atividade antioxidante (PEREZ-BONILLA et al.,
2011). O procedimento inicia com a separacdo dos constituintes da amostra por HPLC gerando
um cromatograma. Apos a passagem do eluente pelo detector, contendo os analitos separados,
0 mesmo € introduzido em uma bobina de reacdo. Com o auxilio de uma bomba, um fluxo
constante da solugdo contendo o radical ABTS' ¢ adicionado a bobina para interagir com os
analitos. Apos a bobina de reacéo, existe um segundo detector UV/visivel, o qual monitora o

eluente no comprimento de onda de maxima absorcéo do radical envolvido (734 nm), gerando
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um segundo cromatograma. Quando ndo ha compostos antioxidantes no eluente, uma linha de
base é formada. Por outro lado, se o analito previamente separado possuir a capacidade de
sequestrar os radicais envolvidos, a absorcdo do eluente neste comprimento de onda especifico
sofre alteracdo, gerando um sinal negativo (LI et al., 2016). Os cromatogramas obtidos para a

fragdo FBUOH estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Cromatogramas da fracdo butandlica (FBUOH) proveniente da fermentacdo do

fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3), detectados a 350 nm (pico
positivo) (A) e 734 nm (pico negativo) (B) por HPLC-DAD on-line (sequestro do
radical ABTS™).

Fonte: Da autora.

Observando os cromatogramas é possivel verificar que a fragdo FBuOH ndo apresentou
compostos com atividade antioxidante detectaveis nas condi¢Ges analisadas, uma vez que ndo
foram detectados sinais negativos (FIGURA 8B).

Analisando a composi¢do quimica da fragdo FBUOH, é possivel que a baixa atividade
antioxidante apresentada pela mesma seja devido ao baixo teor de compostos fenolicos em sua
composicgédo (15,85 mg GAE/g, se¢do 5.1.3), uma vez que a atividade antioxidante de uma
amostra é frequentemente correlacionada com o seu contetido de fendlicos totais (DUDONNE
et al., 2009; HUANG et al., 2007; SINGH et al., 2016; WU et al., 2004). Corroborando com
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esta hipdtese, os autores Sharma e Kumar (2013) relataram para o endéfito Aspergillus terreus,
isolado de Ocimum sanctum, atividade antioxidante de 34,83% com um total de 14,96 mg
GAE/qg de contetdo fenodlico, enquanto Yadav e colaboradores (2014) relataram para a mesma
espécie, isolada de Eugenia jambolana, atividade antioxidante de 63%, porém com um
contetdo fendlico de 41,2 mg GAE/g; ambos os trabalhos avaliaram a atividade antioxidante
pelo método DPPH. Ainda associando o estudo quimica da fragdo FBUOH com sua atividade
bioldgica, € relevante destacar que a mesma nao revelou para o reagente DPPH nos ensaios de
cromatografia em camada delgada.

No entanto, estes resultados n&o implicam, necessariamente que o fungo G.
moniliformis deva ser desconsiderado como potencial produtor de compostos antioxidantes,
uma vez que as condicBes de cultivo utilizadas neste trabalho podem ndo ter promovido a
biossintese satisfatoria de moléculas antioxidantes. Além disso nem sempre € possivel
reproduzir em laboratério todos os compostos produzidos por endofitos. Como ja discutido
anteriormente, a interacdo entre endéfito, planta hospedeira, outros endoéfitos e ambiente resulta
em uma diversidade significativamente maior de compostos do que o observado em culturas
axénicas individuais em condicdes laboratoriais (KUSARI; PANDEY; SPITELLER, 2012;
KUSARI; SINGH; JAYABASKARAN, 2014).

Estudos conduzidos por Selim et al. (2015) reforcam essa hipotese, uma vez que estes
autores avaliaram as condigdes de cultivo do fungo endofitico Chaetomium globosum
JN711454 de forma a maximizar a producdo de compostos antioxidante e concluiram que a
producdo de metabdlitos antioxidantes se mostrou varidvel dependendo das condigdes
utilizadas. Os autores primeiro otimizaram as condi¢gdes do meio de cultura e, ento,
consideraram alteracBes nas condicGes fisicas de agitacdo, pH, temperatura, tamanho do
indculo e periodo de incubacéo, sendo que a agitacdo mostrou maior influéncia na producéo de
metabdlitos antioxidantes em comparagdo com outros fatores, seguida da concentracdo do
extrato batata no meio de cultura e do periodo de incubagé&o.

Devido a variedade de compostos antioxidantes com diferentes polaridades, a baixa
atividade antioxidante expressada pela fragio FBUOH também pode estar relacionada ao
processo de extracdo, ndo tendo sido possivel extrair com o solvente n-butanol todas as
moléculas antioxidantes produzidas pelo endofito em estudo. Diversos autores relataram
diferengas significativas na atividade antioxidante em extratos de mesma origem, extraidos com
diferentes solventes (ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009; DUTRA; LEITE; BARBOSA,
2008; XU; CHANG, 2007; ZHAO et al., 2014). Ou seja, a atividade antioxidante depende tanto

das condicdes de cultivo quanto do sistema de solventes utilizado na extracéo, refletindo assim,
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a necessidade de otimizar os parametros de fermentagcdo a fim de melhorar a producdo de
compostos antioxidantes, bem como extrair fragdes com outros solventes na tentativa de
encontrar metabdlitos antioxidantes produzidos pelo endéfito G. moniliformis 99(3).

Embora os resultados da atividade antioxidante no presente estudo nao tenham sido
expressivos, a literatura reporta trabalhos abordando o potencial antioxidante de compostos
obtidos a partir do metabolismo secundéario de fungos endofiticos. Ravindran et al. (2012)
elucidaram os possiveis papéis de antioxidantes na associacdo simbiética entre fungos
endofiticos e plantas de manguezais. Os autores demonstraram através de varios ensaios in vitro
0 potencial antioxidante dos extratos dos enddéfitos isolados das plantas de mangues, e
concluiram que a producdo de agentes antioxidantes por estes micro-organismos pode
beneficiar o hospedeiro em condicdes adversas do ambiente, bem como ser explorada por
industrias alimenticias e farmacéuticas.

Carvalho e colaboradores (2012) destacaram a potencialidade do extrato do enddéfito
Paraconiothyrium sp P83F4/1 pela sua capacidade de sequestro de radicais livres associada a
uma inibicdo seletiva do crescimento celular de queratindcitos humanos imortalizados (células
HaCat), sugerindo que este endofito pode ser promissor na luta contra a psoriase por reduzir 0s
radicais livres envolvidos nesta patologia. Cui et al. (2015) verificaram a existéncia de potente
atividade antioxidante em extratos de fungos endofiticos isolados de Rhodiola spp., espécies de
plantas medicinais usadas desde 0s tempos antigos por suas propriedades antioxidantes,

demonstrando o potencial de obtencdo destes compostos utilizando enddfitos.
5.3.4 Atividade Antiproliferativa

A fracdo FBUOH obtida da fermentacdo do fungo endofitico G. monilliformis 99(3) foi
avaliada quanto a sua agéo antiproliferativa contra um painel de linhagens tumorais humanas
(glioma, melanoma, mama, ovario com fendétipo resistente a multiplos farmacos, rim, pulméo,
préstata, ovario, clon e leucemia) e uma linhagem ndo tumoral humana (queratinécito). Os

resultados podem ser observados na Figura 9 e na Tabela 5.
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Figura9-  Atividade antiproliferativa da doxorrubicina (superior) e da fracdo butandlica
(FBUOH) proveniente da fermentagdo do fungo endofitico Gibberella moniliformis
99(3) (inferior) contra células humanas tumorais. U251: glioma; UACC-62:
melanoma; MCF7: mama; NCI-ADR/RES: ovario com fendtipo de resisténcia a
maltiplos farmacos; 786-0: rim; NCI-H460: pulmao, tipo ndo pequenas células; PC-3:
prostata; OVCAR-3: ovério; HT29: colon; K-562: leucemia; HaCat: queratindcito
imortalizado, célula ndo tumoral humana. Doxorrubicina: quimioterapico de referéncia
— controle positivo.

Fonte: Da autora.



64

Tabela5-  Concentracdo necesséria para inibir completamente a proliferacéo celular (TGI) para
doxorrubicina e para a fracdo butandlica (FBUOH) proveniente da fermentacdo do
fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) em pg/mL.

Linhagem celular DO);I;?I (“g/rglé)uOH
U251 (glioma) 0,16 *
UACC-62 (melanoma) 0,079 *
MCF7 (mama) > 25 *
NCI-ADR/RES (ovério)° 8,7 *
786-0 (rim) 0,62 *
NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células) 6,9 *
PC-3 (prostata) > 25 *
OVCAR-3 (ovério) > 25 *
HT29 (colon) 41 *
K-562 (leucemia) 1,8 *
HaCaT (queratinécito imortalizado)© 6,8 *

Nota: 2Doxo: Doxorrubicina (quimioterapico de referéncia — controle positivo). PFendtipo de resisténcia a
maltiplos farmacos. Linhagem ndo tumoral humana. TGI: Total Growth Inhibition — concentracéo
necessaria para inibir totalmente a proliferagdo celular. * TGl > 250 ug/mL.

Fonte: Da autora.

Analisando o comportamento da fracdo FBUOH frente a todo painel de células
(FIGURA 9, TABELA 5), verifica-se que ndo houve inibicdo da proliferacdo celular de
nenhuma das linhagens avaliadas nas concentragdes testadas (TGl > 250 ug/mL). E possivel
que as substancias antiproliferativas presentes na fracdo FBUOH sejam encontradas em baixa
concentracdo ou mesmo que 0s compostos ativos ndo foram sollveis no solvente extrator
utilizado. Corroborando com isso, o &cido fusarico identificado por Carvalho (2016) na fracéo
acetato de etila obtida da fermentacdo de G. moniliformis 99(3) apresentou seletividade
moderada sobre linhagens de adecarcinoma de mama (MCF 7) e melanoma (HT 144),
indicando que a polaridade do solvente n-butanol possa ter influenciado na extracdo de
compostos com agédo antiproliferativa. Estes resultados também podem ter sido influenciados
por fatores externos intrinsecos ao processo de extragdo como a degradacéo dos compostos com
atividade antiproliferativa durante o processo de extracao.

Outro ponto a ser considerado ¢ a influéncia dos parametros de fermentacéo na producao
de metabolitos secundarios. A exemplo disso, Venugopalan et al. (2016) conseguiram aumentar

a produtividade de camptotecina pelo endofito Fusarium solani em 152 vezes sob condicdes de
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fermentacdo otimizadas, incluindo pH (6,0), temperatura (32°C), velocidade de agitagéo (80
rpm) e adicdo de etanol como componente do meio (5%), além da adicdo exdgena de
precursores e elicitores para maximizar a producao.

No entanto, se considerarmos que estes resultados refletem a real atividade da fracdo
FBUOH, é relevante destacar sua atuacdo frente a linhagem humana normal HaCat
(queratindcito imortalizado) pois, segundo Cardoso et al. (2013), extratos com valor de TGI >
250 pg/mL mostram baixa citotoxicidade. Sendo assim, este dado pode ser interessante por
minimizar eventuais efeitos toxicos da fracdo FBUOH sobre a pele, uma vez que a mesma
apresentou potente atividade antifungica.

A seguranca € um dos parametros cruciais no desenvolvimento de qualquer composto
com potencial terapéutico, sendo que muitas moléculas promissoras sdo descartadas logo no
inicio devido a toxicidade celular. Segundo Wright (2017), é dificil conciliar eficacia e baixa
toxicidade para novos compostos, e dai advém a dificuldade no desenvolvimento de novas
drogas para atender a demanda mundial crescente. Sendo assim, considerando a atividade
antifungica apresentada pela fracdo FBuOH contra C. albicans no presente estudo (CIM: 25-50
ug/mL, CMM: 50 ug/mL, ver TABELA 2), pode-se observar que a concentracao que inibiu o
crescimento do fungo, bem como a que exerceu ac¢ao fungicida, estiveram bem abaixo de uma
possivel concentragdo toxica para queratindcitos humanos (linhagem HaCat, TGl > 250 ug/mL)
sugerindo a possibilidade de um tratamento topico seguro contra doencas causadas por este
patdgeno oportunista e incentivando a continuidade de estudos com a fracdo FBUOH para um
possivel isolamento do composto responsavel por esta atividade antifungica.

O potencial inibitério de metabdlitos produzidos por fungos endofiticos frente a
linhagens tumorais humanas tem sido relatado com frequéncia na literatura. De acordo com
Wang et al. (2011), mais de 140 produtos naturais com diferentes niveis de atividade
antitumoral ja foram isolados de fungos endéfitos, os quais podem ser agrupados em varias
categorias, como terpenoides, alcaloides, quinonas, flavonoides, isocumarinas, lactonas, esteres
e peptideos.

Contrastando com os resultados obtidos no presente estudo, a literatura reporta o género
Gibberella como produtor de compostos com atividade antiproliferativa. Jia et al. (2014)
relataram forte atividade antitumoral do extrato do endofito G. moniliformis AH13, isolado de
folhas da erva medicinal Adlay (Coix lacryma-jobi), contra quatro tipos de linhagens tumorais
humanas (adenocarcinoma pulmonar, cancer de célon, mama e pancreas). Rosa e colaboradores

(2010) isolaram 121 fungos endofiticos de quatro plantas brasileiras conhecidas por suas
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atividades bioldgicas (Ageratum myriadenia, Palicourea tetraphylla, Piptadenia adiantoides e
Trixis vauthieri). Os endofitos deste mesmo estudo foram identificados como pertencentes aos
géneros Alternaria, Arthrinium, Cochliobolus, Colletotrichum, Penicillium, Fusarium e
Gibberella e testados contra trés linhagens celulares de cancer humano (melanoma, mama e
rim), sendo que duas cepas do género Gibberella inibiram o crescimento de todas as linhagens

tumorais avaliadas.

5.3.5 Atividade Leishmanicida

A fracdo FBUOH foi avaliada quanto a sua acdo contra as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, no entanto ndo apresentou atividade leishmanicida nas concentragdes
testadas (1Cso > 100 pg/mL).

Além da baixa concentracdo da fracdo FBUOH utilizada para conduzir este ensaio, 0
resultado obtido também pode estar relacionado a polaridade dos compostos presentes na
fracdo, uma vez que compostos obtidos de fragbes mais apolares, como a hexanica e a
cloroférmica, tém se mostrado mais ativas na acdo in vitro contra Leishmania sp.
(NAKAMURA et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2015; PEREIRA et al., 2010; REIS et al.,
2012), possivelmente pela maior facilidade desses compostos em transpor as membranas do
parasita. Além disso, o género Leishmania é dimdrfico, possuindo as formas promastigota
(extracelular) e amastigota (intracelular), sendo que a baixa atividade da fracdo FBuOH contra
as formas promastigostas ndo implica, necessariamente, que a mesma deva ser descartada como
possivel potencial terapéutico para o tratamento da leishmaniose, uma vez que 0s compostos
presentes nesta fracdo podem agir de maneira indireta, por exemplo, necessitando serem
metabolizados previamente para entdo exercerem suas a¢des bioldgicas.

Corroborando com esta hipotese, pode-se citar 0 antimoniato de meglumina, farmaco
de referéncia para o tratamento da leishmaniose, que embora seu mecanismo de a¢do nao esteja
completamente elucidado, héa relatos de baixa sensibilidade de promastigotas a este composto,
sendo que 0 mesmo precisa, primeiramente, ser transformado na sua forma ativa dentro do
macrdfago para entdo exercer sua agio contra o parasita (FREZARD et al., 2001). Logo, 0s
compostos presentes na fragdo FBuOH podem agir por mecanismo semelhante ao antimoniato
de meglumina, sendo necessario avaliar, também, a eficacia da mesma frente as formas
amastigotas em macrofagos infectados.

No entanto, os fungos endofiticos tém sido relatados por produzirem compostos com
atividade anti-promastigota. Nascimento e colaboradores (2015) identificaram trés compostos,

cochlioquinona A (1), isocochlioquinona A (2) e anidrocochlioguinona A (3), a partir do extrato
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produzido pelo enddfito Cochliobolus sativus isolado de folhas de Vernonia polyanthes, os
quais demonstraram inibir formas promastigotas de L. amazonensis. Os compostos 1 e 2 juntos
exibiram ICso de 10,16 pg/mL, enquanto o composto 3 apresentou valor de 1Cso de 50,53
ug/mL. Santiago et al. (2012) relataram para o extrato do fungo endofitico Phaeosphaeria
herpotrichoides UFMGCB 2672, atividade contra formas promastigotas de L. amazonensis
com ICso de 0,2 ug/mL, valor comparavel a inibi¢do por anfotericina B usada como controle

positivo pelos autores.

5.3.6 Citotoxicidade

A fracdo FBUOH foi avaliada em relacdo a seu potencial citotoxico, sendo ainda
calculado seu indice de seletividade e os resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela6 -  Citotoxicidade e indice de seletividade da fragdo butandlica (FBUOH) proveniente da
fermentacéo do fungo endofitico Gibberella moniliformis 99(3) frente a células Vero.

Amostra CCso CCuwp IS
(ng/mL) (ng/mL)
FBUOH 449 > 1000 8,98

Nota: CCso: concentracdo citotdxica que inibe 50% do crescimento celular. CCgo: concentragdo citotoxica que
inibe 90% do crescimento celular. IS: indice de seletividade.
Fonte: Da autora.

A fracdo FBUOH apresentou citotoxicidade dependente de concentracdo, exibindo
valores de CCsp = 449 ug/mL e CCg > 1000 pug/mL. Considerando os resultados exibidos pela
fracdo FBUOH no ensaio de atividade antimicrobiana (Secéo 5.2.1), podemos observar que as
concentragOes que exerceram atividade fungistatica (25 - 50 pg/mL) e fungicida (50 pg/mL)
estiveram bem abaixo de uma possivel concentracao toxica para células Vero (TABELA 6).

Além disso, foi calculado o indice de seletividade (IS) da fracdo FBUOH a partir da
relagdo entre a toxicidade para células Vero e a atividade antifungica para C. albicans. Este IS
foi de 8,98; ou seja, a fracdo FBUOH ¢é quase 9 vezes mais efetiva na a¢do antifungica do que
toxica as células de mamifero. Segundo Bagla et al. (2014), indices de seletividade
relativamente altos indicam que 0s compostos ou extratos correspondentes podem ser Uteis no
manejo de infec¢des bacterianas e fungicas em animais e humanos. Kleymann e Werling (2004)
propdem, ainda, o formato de ensaio de seletividade como um novo padréo na descoberta de
drogas anti-infecciosas e no desenvolvimento clinico.

Tomados em conjunto, a forte atividade antifingica e a baixa toxicidade sugerem que a

fracdo FBUOH apresenta compostos bioativos promissores para futuros testes in vivo.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho evidenciou potente atividade antifingica da fracdo FBuOH contra
C. albicans, apresentando ainda efeito sinérgico na associacdo com o antifingico fluconazol.
Somado a isso, a fracdo FBUOH mostrou baixa toxicidade as celulas de mamiferos com alto
indice de seletividade, instigando a continuidade de estudos com esta fracdo tanto para um
possivel isolamento do composto responsavel por esta atividade quanto para futuros testes in
Vivo.

A fracdo FBUOH ndo apresentou atividade relevante para o0s ensaios antioxidantes,
antiproliferativo e leishmanicida.

O estudo quimico revelou que a fracdo FBuOH pode conter uma mistura de compostos
pertencentes a diferentes classes, como flavonoides, terpenos, saponinas e alcaloides.

O fungo endofitico G. moniliformis, proveniente do mangue brasileiro, se mostrou
promissor na producdo de compostos de interesse, demonstrando o potencial que os endofitos
apresentam para serem explorados na descoberta de novas e bioativas moléculas. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para uma maior compreensao da interacao entre planta hospedeira
e enddéfito, bem como da otimizacgéo do bioprocesso para explorar todo o potencial biossintético

deste micro-organismo.
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