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RESUMO

Fungos endofiticos constituem uma vasta, promissora e inexplorada fonte de substancias
potencialmente bioativas. Diante a problematica de resisténcia dos patdgenos aos antifungicos
j& existentes no mercado, o presente trabalho consiste na avaliagdo antifungica dos
metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos da Anadenanthera macrocarpa
(Angico-Vermelho), arvore endémica da Caatinga frequentemente utilizada na medicina
popular.O trabalho foi desenvolvido nas estruturas laboratoriais do CDSA-UFCG, onde foram
feitas coletas vegetais de partes aéreas, indculos e isolamento de fungosendofiticos, além da
inducdo de producdo de metabolitos secundérios por cultivo em meio de aveia, testes
antibiogramas e purificacdo de extratos com maior atividade de inibi¢do frente a cepas de
Candidassp. e Geotrichumsp. Dentre os quarenta e um isolados obtidos, 90,24% apresentaram
atividade de inibicao para pelo menos uma das quatro leveduras testadas, com destaque para
os isolados Fungo n°9 e Fungo n°12. Os isolados, ao terem seus metabolitos purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR), apresentaram resultados
de inibicdo com halos varidveis entre 8mm e 13mm para os tipos de Candidassp. e
Geotrichumsp.No estudo de identificacdo, ambos fungos filamentosos foram caracterizados
como pertencentes ao género Aspergillus. Portanto, o presente estudo caracteriza os fungos
endofiticos do angico como produtores de substancias antifiingicas.

Palavras-chave: Anadenanthera macrocarpa. Caatinga. Metabolitos Secundarios.

Aspergillus. CLAE-FR.



ABSTRACT

Endophytic fungi constitute a vast, promising and unexplored source of potentially bioactive
substances. In view of the problem of resistance of pathogens to antifungal agents already in
the market, the present work consists in the antifungal evaluation of secondary metabolites
produced by endophytic fungi of Anadenanthera macrocarpa (Angico-Vermelho), Endemic
tree of the Caatinga often used in folk medicine. The work was developed in the laboratory
structures of CDSA-UFCG, where plant collections of aerial parts, glasses and isolation of
endophytic colonies were made, in addition to the induction of production of secondary
metabolites by cultivation in oat medium, tests antibiograms and purification of extracts with
higher inhibition activity against strains of Candida ssp. and Geotrichumsp. Among the 41
isolates obtained, 90.24% had inhibition activity for at least one of the four tested yeasts, with
emphasis on the isolates Fungus N° 9 and Fungus N° 12. The isolates, when purified by high
efficiency liquid chromatography in reverse phase (RP-HPLC), presented inhibition results
with variable halos between 8mm and 13mm for the types of Candida ssp. and Geotrichumsp.
In the identification study, both filamentous fungi were characterized as belonging to the
genus Aspergillus. Therefore, the present study characterizes the endophytic fungi from
Angico as producers of antifungal substances.

Keywords: Anadenanthera macrocarpa. Caatinga. Secondary Metabolites. Aspergillus. FR-

HPLC.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais, utilizados desde tempos imemoraveis, constituem uma classe de
pesquisa que requer processo de otimiza¢do continua, em todos as etapas. Os primeiros
registros da utilizacdo de plantas para fins farmacéuticos foram relatados, pela primeira vez,
por volta de 2600 a.C., em escrita Mesopotamica. O uso de dleos oriundos de plantas como
Cedrustrew (cedro), Cupressussempervirens (cipreste) e Commiphorasp. (mirra), por
exemplo, foram relatadas em placas de argila para a terapia de indisposi¢do, mal-estar,
doencas parasitologicas e infecgoes (SOUZA; MELLO; LOPES, 2012; RODRIGUES, 2018).
A partir da utilizagdo empirica de plantas para fins terap€uticos, foram ocorrendo descobertas
das propriedades medicinais e, consequentemente, a propagacao do conhecimento popular
entre geragoes.

A pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos tem propiciado o
desenvolvimento de fArmacos potentes para o tratamento de doencas humanas (SHU, 1998).
Newman e Cragg (2007), quando citados por Corréa e colaboradores (2008), explica que, nos
ultimos 25 anos, cerca de 30% dos fArmacos aprovados por Orgdos fiscalizadores sdo de
origem vegetal. Kinghorn et al. (2016), no trabalho de Rodrigues (2018) diz que, num total de
175 farmacos utilizados no tratamento de doengas humanas, como cancer, 49% deles foram
obtidos a partir da sintese vegetal.Com a constante necessidade de novos modelos
farmacologicos para o uso contra determinados alvos moleculares, a diversidade quimica dos
produtos naturais continuard relevante no futuro da descoberta de novos farmacos (HARVEY,
2000).

Segundo Rodrigues (2018), essa diversidade quimica estrutural e funcional dos
produtos vegetais sdo provenientes da flexibilidade metabolica necessaria para que haja
adaptacao em diversas situagdes de estresse ambiental. Ademais, esses produtos ainda podem
ser usados como estruturas-base de moléculas farmacologicamente ativas, sendo
fundamentais para a sintese completa de novos compostos bioativos ou com objetivo de
melhorar propriedades farmacoldgicas ja conhecidas.

Os fungos formam uma fonte notavelmente rica em importantes farmacos, tais como
antibacterianos, antibidticos antitumorais, agentes redutores de colesterol e imunossupressores
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003), além de propriedades antifingicas. Cerca de 25%
de produtos naturais sdo advindos de fungos. Para Pearce (1997), as vantagens de trabalhar
com fungos s3o inimeras: quando comparados com plantas, o crescimento fingico

demonstra-se mais rapido, em um curto tempo e espaco. Ademais, as condi¢des de cultivo,
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como pH, temperatura e meio de cultivo, podem ser modificadas, a fim de aumentar e/ou
direcionar a producdo de metabolitos de interesse.

Os microrganismos endofiticos podem ser definidos como organismos que vivem no
interior de espécies vegetais e vivem em associacdo simbidtica favoravel para ambos: os
microrganismos garantem resisténcia, enquanto a planta hospedeira fornece nutrientes ao
endofitico. Para Petrini (1991), os fungos endofiticos sdo responsaveis por colonizar os
tecidos sadios de partes aéreas da planta, em algum tempo do seu ciclo de vida, sem que haja
danos aparentes e transmitidos de uma geracao para a outra. Carroll (1988), quando citado por
Borges (2008), explica que, com excecao das gramineas, a grande maioria sdo transmitidas de
forma horizontal, por esporos e podem estar presentes em todos os 6rgdos de uma planta
hospedeira (PETRINI, 1991), habitando as partes superiores de plantas, como folhas, galhos,
cascas e estruturas reprodutivas.

A versatilidade bioquimica e grande diversidade de fungos endofiticos proporcionar
uma ampla variedade ainda desconhecida. Logo, o estudo e uso de fungos endofiticos garante
uma nova exploragdo biotecnologica e garante o uso para controle bioldégico agrondmico e
producdo de agentes farmacoldgicos, representando uma fonte inexplorada de novos produtos
naturais bioativos.

Praticamente todas as espécies vegetais ja investigadas apresentaram microrganismos
endofiticos, sendo estes fungos e bactérias, que estao presentes nos mais diferentes tecidos e
orgaos vegetais (POLI et al., 2012). Acredita-se que muitas das propriedades medicinais de
certas plantas podem estar relacionadas com os metabdlitos produzidos pelos endofiticos.
Logo, surge o questionamento sobre as tais moléculas bioativas encontradas nas plantas, se
sdo produzidas exclusivamente por estas ou como resultado da relagdo mutualistica entre
planta e microrganismo. Assim, sugere-se que as propriedades terapéuticas de uma planta
medicinal podem estar na interacdo entre ambos (SPECIAN et al, 2014).

A Anadenanthera macrocarpa, popularmente conhecida como angico, ¢ uma planta
encontrada com facilidade na Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, e sul do pais, além
de paises como Argentina, Bolivia e Venezuela. Como sinonimias, ¢ também conhecido como
angico-branco e angico-preto, por exemplo. Além do seu uso antigo para terapia de doengas e
infecgdes, ha registros da utilizagdo do angico como alucindégeno, em rituais religiosos de
comunidades nativas da América Latina.

Segundo Agra e colaboradores (2007), o angico € a espécie botanica mais utilizada
pela populagao residente em regides onde a mesma pode ser encontrada. Seu uso pode ser de

orma oral, por decocgdo, maceracdo, em “lambedor” e “garrafadas” (bebida preparada a
e 1, d , , “lambedor” e fadas” (bebid d
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partir de raizes e caule de diversas plantas). De acordo com Cunha (2014), na medicina
popular, o angico ¢ utilizado como matéria-prima para a producdo de xaropes para problemas
como afec¢ao pulmonar, coqueluche e asma, por exemplo. Sua casca possui propriedades
adstringentes e depurativas, além de ser util no tratamento de enfermidades, como candidiase,
leucorreia, gonorreia, infeccdes nos ovarios e candidiase, além de agir como cicatrizante
(CUNHA, 2014; ARAUJO, 2015). Gragas a sua complexa composi¢do quimica possui
também potencial para o estudo de agentes antibacterianos, antifingico e anti-inflamatoria.

Nas tltimas décadas, ¢ perceptivel o aumento gradativo do risco de infec¢des fungicas,
com destaque para o crescimento de individuos imunocomprometidos e imunossuprimidos,
como pacientes transplantados e portadores do HIV (LOBO et al., 2013). Cunha (2014)
explica que, geralmente, os antifingicos sdo considerados altamente toxicos e de toxicidade
nao-seletiva, como ¢ o caso de inibidores de ribossomos, que também sdo danosos aos
ribossomos humanos. Para Catao (2007), fatores como estabilidade, solubilidade e absor¢ao
baixas, além da alta resisténcia medicamentosa e limitagdo no nimero de agentes terapéuticos
para terapia de doencas fungicas desperta gradualmente o interesse da comunidade cientifica
para a produgdo de novos biofarmacos.

Diante do exposto, o presente trabalho visa estudar a prospeccdo de um novo
biofarmaco antifiingico a partir dos metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos da

Anadenanthera macrocarpa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS E PRODUTOS NATURAIS PARA TRATAMENTO DE DOENCAS

O uso de plantas para fins terapéuticos surgiu a partir da percep¢ao do homem sobre a
possibilidade da modificagdo do meio ambiente para beneficio proprio. Surgida de forma
empirica, o uso medicinal das plantas fomentou para identificacdo de espécies e partes
vegetais adequadas para cada uso. Em tempos passados, muitas pessoas perceberam que a
mistura de folhas, raizes e hastes poderiam ser favoraveis a elas, aumentando a qualidade de
vida, proporcionando alivios e minimizando dores (STROBEL e DAISY, 2003).

Segundo Strobel e Daisy (2003), em pequenas populacdes nativas e de lugares
remotos, tais como grupos tribais da bacia amazdnica e povos da Papua Nova Guiné, o uso de
produtos naturais ainda € a Unica alternativa para o tratamento de patologias. Essa “Unica via”
fomentou a descoberta de plantas medicinais e seus principios ativos.

O uso de plantas como fonte medicinal, segundo Oliveira (2010), ndo se restringe a
zonas rurais ou escassas de atendimentos médico e farmacéutico, sendo utilizados também
como forma complementar aos farmacos industriais. Segundo a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS), 80% da populacdo de alguns paises asidticos e africanos fazem uso de
medicamentos oriundos de plantas para tratamento de algum aspecto de atengdo primadria a
saude.

No Brasil, segundo Monteiro e Brandelli (2017), a utilizacdo de plantas para esse fim
possui fortes influéncias de culturas indigena e africana. Os povos indigenas utilizavam as
ervas locais disponiveis a partir do conhecimento transmitido a cada geragdo, e aprimoradas
de forma continua, enquanto a contribuig¢do africana se deu por meio da importacao de plantas
trazidas consigo, amplamente utilizadas em rituais religiosos e que apresentaram propriedades
farmacologicas a partir do uso empirico.

Nas ultimas décadas, o Brasil voltou a valorizar sua flora como fonte inestimavel de
novas moléculas com atividade biologica e medicamentos fitoterdpicos. Atualmente, as
plantas medicinais e os fitoterdpicos ndo sdo mais considerados apenas terapia alternativa,
mas uma forma sistémica e racional de compreender e abordar os fendmenos envolvidos nas
questdes da saude e da qualidade de vida (MONTEIRO; BRANDELLLI, 2017).

De acordo com o Ministério da Saude (2018), atualmente, hd registro de 2160
Unidades Basicas de Saude (UBS) que promovem a utilizagdo de plantas medicinais para

terapia de doencas. Essa viabilizacdo divide-se na distribui¢do de plantas in natura,
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fitoterapicos manipulados e industrializados. Ademais, ainda ha a implantagdo de Farmacias
Vivas, projeto governamental instituido em 2010 que promove desde o cultivo até a
distribuicdo de plantas medicinais. O Grafico 1 indica as respectivas entradas e saidas de
medicamentos de origem natural nas UBS brasileiras entre os anos de 2012 ¢ 2018. Com isso,
¢ possivel concluir que a utilizagdo de medicamentos oriundos dessa fonte vem ganhando

visibilidade progressiva, gracas ao investimento em pesquisa e inovagao para esse fim.

Grafico 1 - Entradas e saidas de medicamentos fitoterapicos em UBS entre os anos de 2012 ¢
2018.
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Com recursos financeiros da uniio, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferta a
populagdo, medicamentos fitoterdpicos para tratamento de problemas ginecologicos,

queimaduras, gastrite, Ulcera, artrite e osteoartrite (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

2.2 FUNGOS

Segundo Lopes (2011), os fungos constituem o segundo grupo mais numeroso de seres
vivos existentes, perdendo apenas para os insetos, com cerca de 1,5 milhdes de espécies
fungicas ja sdo conhecidas, mas apenas 74 mil foram descritos, e sdo reconhecidos em trés
grupos distintos: fungos filamentosos, leveduras e cogumelos.

A taxonomia classica dos fungos se baseia na morfologia e método de produgdo dos

esporos. Porém, caracteristicas estruturais, bioquimicos e caracteristicas moleculares sdo
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aplicadas de forma crescente para identificacdo, resultando em modificagdes taxondmicas
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

Murray, Rosenthal e Pfaller (2009), explica que, no ponto de vista metabolico, os
fungos sdo heterotroficos e de ampla versatilidade bioquimica, produzindo metabdlitos
primarios e secundarios. Seu crescimento, quando comparado a microrganismos bacterianos,
¢ lento, tendo duplicacdo celular em horas, em vez de minutos.

Muitos dos fungos conhecidos possuem impactos negativos no bem-estar humano,
sendo responsaveis por fitopatologias, producao de substancias toxicas e biodeterioragao, por
exemplo. Em contrapartida, fungos do género Aspergillus, Penicillium e Saccharomyces sdo
conhecidos por serem responsaveis pelo processo fermentativo de bebidas, como cerveja e
furu, bebida asiatica obtida a partir da fermentacdo da soja, desenvolvimento de sabores e
aromas caracteristicos de determinados queijos, como o Camembert ¢ maturacao de carnes
(TAKAHASHI, 2017).

Os microrganismos, em especial os fungos, sdo conhecidos pela capacidade de
produzir uma vasta diversidade de moléculas bioativas. Dentre essas substancias, algumas
podem ser altamente toxicas, como as micotoxinas, ou serem bastante utilizadas para fins
farmacéuticos. Essa divergéncia de fun¢des pode ser explicada devido a grande diversidade de
compostos quimicos funcionais produzidos pelos mesmos (SANTOS, 2015).

A utilizagdo de fungos como antimicrobianos vem desde 3000 a.C., onde povos
chineses faziam uso de sapatos mofados para tratamento de feridas nos pés. No entanto, o
primeiro antibidtico cuja eficacia fora comprovada foi a penicilina, produzida pelo fungo
Penicillium e descoberta acidentalmente por Flemming, em 1928. A descoberta da penicilina

colaborou na cura de feridas de centenas de enfermos oriundos da guerra (MAMEDE, 2012).

2.2.1 Fungos Endofiticos

A busca incessante por drogas antifiingicas mais efetivas fez com que os estudos dos
metabdlitos oriundos de microrganismo ganhassem maior visibilidade. Segundo Silva e Souza
(2016), esses compostos apresentam substancias com significativa atividade farmacologica,
das quais ja foram base para a sintese de medicamentos. Para Bastos e colaboradores (2017),
os microrganismos endofitos fornecem um reservatorio abundante de metabolitos bioativos
para a exploragdo medicinal, e um crescente numero de moléculas bioativas com agdes

antimicrobianas, antioxidantes, anticolinérgicas, antivirais € imunossupressoras, por exemplo.
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Os microrganismos endofiticos podem ser definidos como seres microscopicos que
colonizam o interior das plantas e vivem em relagdes mutualistica com seu hospedeiro. O
termo “endofitico” foi mencionado pela primeira vez por De Barry, em 1866, a fim de
distingui-los de microrganismos fitopatogenos (AMARAL, 2009). A definicdo de que fungos
endofiticos eram considerados microrganismos que siao isolados de tecidos vegetais
desinfectados superficialmente ou do interior destes, € que ndo causam danos aparentes a
planta hospedeira, foi proposta por Hallmann, em 1997 (OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Strobel e Daisy (2003), cerca de 300.000 plantas ja identificadas na
Terra habitam, pelo menos, um tipo de fungo endofitico, o que corrobora a ampla gama de
prospeccao de novos endofiticos.

Os endofitos fungicos sdo principalmente conhecidos por infectar as plantas sem que
haja sintomas (MENENDEZ et al., 2018), e vém recebendo consideravel atengdo por serem
fontes de materiais industriais e medicinais para uso humano, como borracha natural,
corantes, aromas, suplementos naturais e farmacos (NOMURA; OGITA; KATO, 2018). Para
Canuto e colaboradores (2012), explica que os fungos endofiticos apresentam grande
importancia no que diz respeito a adaptacao das plantas em condi¢des extremas, tais como
estiagem, frio e fatores de estresse.

Fortkamp (2018) explica que a infecgdo por microrganismos endéfitos podem ocorrer
vertical ou horizontalmente. A infeccdo do tipo vertical ocorre a partir da semente do
hospedeiro, mantendo-se por tempo indeterminado e predominando uma relagao do tipo
mutualistica. Ja a infec¢ao do tipo horizontal ocorre por lesdes naturais ou artificiais, com
predominantes relagdes antagonistas.

Oliveira (2010), em seus estudos, explica que a entrada de microrganismos endofiticos
nas plantas pode ocorrer de diversas vias, sendo uma das principais através das raizes, devido
a fissuras ocasionadas pelo atrito com o solo durante o processo de crescimento, causadas
pelo atrito com o solo durante o crescimento. Outros endofitos iniciam seu ciclo de vida a
partir da germinagdo de esporos, com posterior crescimento da hifa nas folhas ou superficie da
raiz, ou através de aberturas naturais, Como €sporos.

Menédez (2018) explica que os fungos endofiticos sdo detentores de uma das fontes
mais promissoras de novos biofarmacos, porém, fatores como baixos rendimentos de
produgdo, tornam essa via como sendo fator limitante para a ampla explora¢do do mesmo.

Os metabolitos secunddrios produzidos por fungos endofiticos podem ser idénticos ou
semelhantes aos produzidos por plantas hospedeiras. Freire, Vasconcellos e Coutinho (2014)

explica que esse fendmeno pode estar relacionado a genética recombinante existente entre o
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fungo e o hospedeiro, a qual foi obtida ao longo de com evolugdes. De acordo com Oliveira
(2010), o que ganha maior destaque ¢ o taxol, primeiro metabolito secundario fingicos,
sintetizado a partir do endéfito Taxomycesandreanea, utilizado para a terapia do cancer de
mama e uterino, € a vincristina, substancia produzida por um conjunto de fungos endofiticos
da Catharantusroseus, que possui atividade anticancerigena. Em conseguinte, também foram
isolados compostos como o anticancerigeno podofilotoxina, inseticida azadoractina e
antidepressivos hiperina e emodina. A Figura 2, obtida nos estudos de Silva (2014), apresenta
as estruturas quimicas desses ultimos cinco compostos citados.

Rodrigues (2010) explica que plantas lenhosas apresentam maior diversidade de
fungos endofiticos, com maior produ¢do quantitativo e qualitativo. Strobel (2003), ao ser
citado nos estudos de Rodrigues (2010) também afirma que fungos endofiticos obtidos em
hospedeiros de regides tropicais produzem um maior nimero de metabodlitos ativos, e explica
esse fato como sendo consequéncia da exposicao do hospedeiro a uma maior biodiversidade.

Dentre a grande variedade de fungos endofiticos ja identificado em plantas, pode ser
citado os fungos do género Aspergillus.O género Aspergillus pertencem ao reino Fungi, filo
Ascomycota, ordem dos Eutrotiales, familia Trichocomacea e s3o comumente encontrados no
ar, agua, organismos vegetais, além de estarem ligados a deterioragdo de materiais vegetais e
alimentos, em regides de clima tropical e sub-tropical (ALVES, 2012). Esses fungos se
reproduzem por meio de conidios, com micélios compostos por hifas septadas e ramificadas e
podem apresentar conidios com coloragdes branca, amarela, amarela-esverdeada,

amarronzada ou verde (SLIVINSKI, 2007).



Figura 1 - Estrutura quimica dos metabolitos (a) podofilotoxina; (b) azadiractina; (c) hiperina; (d)

emodina e (e) taxol.
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2.3 METABOLITOS PRODUZIDOS POR MICRORGANISMOS

Fortkamp (2018), ao citar Williams e colaboradores (1989), apresenta uma série de
hipoteses possiveis para explicar as fungdes dos metabdlitos secundarios, como mutacdes
neutras ou residuos ou produtos de detoxificagdo celular.

De acordo com Amaral (2009), os fungos endofitos possuem fatores de viruléncia
idénticos aos fungos patogenos. Os endofitos produzem exoenzimas capazes de infectar e
colonizar o hospedeiro, sendo a maioria com potencial de producdo de micotoxinas. Em
contrapartida, a planta reage, produzindo metabodlitos de defesas lentas e rapidas.

Volcy e Pardo (1994), quando citados por Valéncia (2011) definem micotoxinas como
sendo metabolitos secundarios formados por uma série de reagdes catalisadas por enzimas
consecutivas de intermediarios do metabolismo primario dos fungos, podendo provocar
respostas toxicas em diferentes organismos.

Os estudos toxicologicos da agdo de micotoxinas datam dos anos 60, devido ao
surgimento de casos de contaminag¢do e morte de centenas de animais (OLIVEIRA, 2010).
Entre as micotoxinas conhecidas, incluem-se as aflatoxinas, produzidos por certas cepas dos
fungos Aspergillus flavuse A. parasiticus; ocratoxinas compostos derivados da isocumarina
com um grupo amida ligado ao grupo amino da fenilalanina, produzidos pelos fungos
Penicillium cyclopium, P. viridicatum, P. palitans e algumas cepas de Aspergillus spp.;
citreoviridinas, tricotecenos e fumonisinas, produzidos por fungos do género Fusarium, além
de uma variedade de derivados indolicos (OLIVEIRA, 2010).

Metabolitos fungicos ainda pouco explorados sdo os produtores de pigmentos. Esses
pigmentos sdo utilizados, frequentemente por povos asidticos, como corante de alimentos.
Entre os microrganismos produtores desses pigmentos, deve-se ressaltar os do género
Monascus, cultivados em arroz e responsaveis pela producdo do arroz vermelho ou Angka
(LIMA, 2013). Ademais, ainda ¢ encontrado registros da produgdo de corante azul a partir da
bactéria rizosféricaStreptomycescaeruleatus, encontrada em tomateiro em Guangzhou, China
(ZHU et al., 2011), de corante vermelho a partir do fungo Penicillium oxalicum, utilizado na
indtstria alimenticia e cosmética, de corante laranja, obtido a partir de Monascus sp.e
amarelo-alaranjado, produzido por Blaskesleatrispora Fusariumsporotrichioideae
Neurospora crassa(DUFOSSE, 2006), por exemplo.

A produgdo biotecnologica de corantes a partir de microrganismos apresenta

vantagens como aprimoramento de producdo, uso de substrato de baixo custo e ilimitagdes
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ambientais, por exemplo. No entanto, a aprovagdo desses produtos ¢ causadora de
preocupacdes, devido a exigéncia de testes toxicoldgicos dos mesmos.

Além de pigmentos alimenticios, os fungos endofiticos também podem apresentar
atividade produtiva de enzimas (proteases, lipases, amilases), atividades antimicrobiana,
antioxidante, antimicoticas e citotoxicas a células tumorais. Alguns desses metabolitos ainda
podem ser utilizados em processos de controles biologicos e biorremediagdo. (LOPES, 2011;

SILVA, 2017).

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE

Silva (2012) define a cromatografia como sendo um poderoso método de separagdo de
moléculas desenvolvida e denominada no século XX, pelo botanico russo Mikhail Tswett.
Sua primeira aplicagdo foi na separacdo de pigmentos vegetais como clorofila e xantofila,
onde as solugdes desses compostos atravessavam uma coluna de vidro empacotada com
carbono e calcio. Quando separadas, apareciam como bandas coloridas, dando origem, assim,
ao nome do método (“chroma”: cor; graphein’: escrever).

Para Martins (2009), o processo cromatografico se divide em cinco etapas essenciais:
o ajuste das fases moveis e estacionaria as condi¢des de ligagdo, garantindo o equilibrio
necessario; aplicagdo da amostra; lavagem ou remocao do material ndo ligado; elui¢do da
biomolécula, por alteracao da forca e/ou composicao da fase mével e regeneragdo/limpeza da
coluna.

A cromatografia corresponde a um método de separacdo de componentes muito
semelhantes de misturas complexas que, por sua vez, ndo seria possivel por outros métodos.
Silva (2012) explica que a amostra em questao ¢ transportada em uma fase movel gasosa ou
liquida (FM) que ¢ for¢ada através de uma fase estacionaria (FE), colocada em uma coluna ou
superficie s6lida. A escolha das fases ¢ feita de forma a garantir a distribuicdo entre a FM e a
FE de forma isocratica — mesma composi¢do da FM durante o escoamento da amostra na
coluna — ou gradativa. Os componentes com maior grau de retencdo na FE movem-se
lentamente no fluxo da FM, enquanto os componentes que se ligam fracamente a FE movem-
se rapidamente. O processo do escoamento na substincia pela coluna na FM denomina-se
eluicdo.

Através da escolha apropriada de uma fase movel e/ou de uma fase estaciondria, ¢
possivel obter separacdes efetivas de moléculas, mesmo que estas apresentem grandes

semelhangas (MARTINS, 2009). Para Fonseca (2001), a separagdo dos componentes
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presentes na amostra se da pela diferenca dos coeficientes de distribuigdo da amostra entre as
fases movel e estacionaria.
A Figura 3 apresenta, de forma simplificada, os diversos métodos cromatograficos.
Quando a cromatografia ¢ dita preparativa e aplicada em laboratorios, segundo Pessoa
Jr e Kilikian (2005), objetiva a obtencdo de fragdes volumétricas de eluente contendo apenas

uma molécula, para posterior caracterizagdo ou submissao a outros testes.

Figura 2 - Representagdo esquematica de diversos métodos cromatograficos utilizados. CCD
— Cromatografia em Camada Delgada; CP — Cromatografia em Papel; CSC — Cromatografia
Supercritica; CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; CG — Cromatografia Gasosa, CGAR

— Cromatografia Gasosa de Alta resolugao.
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Fonte: Adaptado de (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998) por CLEMENTINO (2012).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE — iniciou-se na década de 60 e
foi desenvolvida a partir de experiéncias praticas e tedricas da cromatografia de particdo gas-
liquido (LOPES, 2004). Sua classificagdo de maior popularidade refere-se a maneira de

interacdo do analito com a FE e caracteriza-se pelo uso de colunas mais estreitas, com
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didmetro interno variavel entre 2 ¢ 5 mm (SANTOS, 2015). Além disso, uma das mais
eminentes técnicas de instrumentacdo analitica na atualidade,gracas a fatores como boa
capacidade de analisar misturas complexas de compostos organicos e inorganicos, idnicos e
ionizaveis, de baixia ou alta massa molar, com boa detectabilidade e possibilidade de
automatizagdo (FONSECA, 2001). O uso de colunas metalicas e pressao de FM elevadas,
obtidas por uma bomba de alta pressdo, garantem a alta eficiéncia e fluxo da FM com vazio
mais rapida (MORAIS, 2003).

A CLAE em Fase Reversa (CLAE-FR) foi desenvolvida por Kirkland, em 1971, e
recebe essa dominagdo a partir do conceito de que cromatografia liquido-s6lido ¢ comum,
usando FM nao-polar, enquanto o inverso ¢ dito “reversa”. (LOPES, 2004)

O principio de retengdo CLAE-FR ¢ a hidrofobia, e a separagdo das substancias nesse
método ocorre a partir da interagdo entre a parte apolar do soluto e a fase estacionaria, ou seja,

a repulsdo desta parte do soluto pela fase movel aquosa (ALMEIDA, 2009).

2.5 ANADENANTHERA MACROCARPA

A Anadenanthera macrocarpa, popularmente conhecida como angico ¢ uma das
espécies que apresentam ampla distribui¢ao no espago da Caatinga (Figura 4). Pertencente a
familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, o angico ocorre, principalmente, em florestas
estacionais, distribuidas no Nordeste brasileiro e Sul, em florestas sazonais, localizadas dentro
das bacias do Parana e Paraguai (MEDEIROS, 2016).

Apresenta reprodugdo vigorosa, rapidez na germinacao, auséncia de dorméncia nas
sementes, alta germinabilidade em uma ampla faixa de temperatura, resisténcia das plantulas
ao dessecamento por possuir um orgao de reserva de dgua e amido nas plantas estabelecidas.
Segundo Pareyn, Araijo e Drummond (2018), sdo utilizados como sinonimia para A.
macrocarpa: AcaciacebilGriseb., Acaciacolumbrina(Vell.) Mart., Anadenanthera colubrina,
Mimosa colubrina Vell., Piptadenia colubrina (Vell.) Benth. ePiptadenia macrocarpa Benth.

Segundo Cunha, Medeiros e Santos (2014), o angico ¢ amplamente explorado por
causa da presenca de taninos em sua casca, varidvel entre 15 e 32%, muito utilizado no
processo de curtimento de couro. Para Pareyn, Aratjo e Drummond (2018), o angico ¢ uma
espécie nativa brasileira, porém ndo endémica, com ocorréncias no Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, além de ocorréncias no sul da Bolivia ao Norte argentino. Por meio de cortes
no tronco, também ¢ possivel obter goma-resina, que também ¢ amplamente utilizada na

medicina popular.
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Ribeiro et al. (2014), em levantamentos etnobotanicos, concluiu que populagdes de
pequenos distritos fazem uso da casca do angico para tratamento de problemas como dores,
inflamagdes, gripes, sinusite, asma, bronquite, tosses e febre a partir da dedoc¢do, molho e
consumo em pd, por exemplo. Esse uso empirico foi corroborado por estudos e testes
laboratoriais realizados por pesquisadores como Silva (2017), Marinho, Silva e Souza (2018)
e Almeidae colaboradores (2017), por exemplo.

No que diz respeito ao paisagismo, ¢ utilizada em arboriza¢do de ruas e parques,
quebra-ventos, sombreamento em pastagens e atrativos de abelhas e outros insetos
polinizadores (PAREYN; ARAUJO; DRUMMOND, 2018).

Gragas a sua frequente aparicdo nos biomas Caatinga e Cerrado, o angico ndo ¢ dita
como espécime em extingdo e entende-se que sua populacdo deve ser bem representada em

Unidades de Conservagao (PAREYN; ARAUJO; DRUMMOND, 2018).

Figura 3 - Anadenanthera macrocarpa — Angico-Vermelho.
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Fonte: Dados dPequi (2019).
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2.6 LEVEDURAS PATOGENICAS DO GENERO Candidassp

Além da classificacdo formal taxondmica, as infecgdes fungicas também podem ser
classificadas de acordo com o parasitismo tecidual e caracteristicas especificas dos grupos de
organismos, sendo divididas em micoses superficiais, cutdneas e subcutaneas, endémicas e
oportunistas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

O tratamento de doengas causadas por fungos, além de ser uma questdo explicita de
saude publica, ¢, simultaneamente, uma questdo econdmica nacional. Estudos estimam que o
custo terapéutico para pacientes infectados pode ser equivalente a R$ 400.000 (CTDS, 2018),
ressaltando assim a importancia do desenvolvimento de novas substancias antifungicas
efetivas. Em contrapartida, estudos recentes apresentam grande negligéncia em relagdao a
investimento para novas pesquisas € inovac¢ao na area de micoses humanas.

Doengas fungicas causadas por Candidaspp, para Vazquez (2010), tornaram-se as
responsaveis por grandes causas de morte. A candidiase invasiva € responsavel por cerca de
30% das doengas nosocomiais obtidas em leitos de UTI. A falta de diagndsticos rapidos e
precisos dessas patologias acarretam em atrasos na terapia adequada. Vazquez (2010) ainda
explica que, mesmo com novos antifingicos com atividades antifingicas de maior espectro,
as doencas provocadas por Candidassp.ainda sdo responsaveis por uma mortalidade global
entre 30 e 50%.

Boni (2016) explica que as células de Candidassp.apresentam-se em formatos
arredondado e oval, com tamanho equivalente entre 2,0um e 6,0 um, com coloragdo branca
ou creme, de superficies lisas ou rugosas.

O géneroCandida engloba cerca de 160 espécies, das quais apenas cerca de 20 dessas
possuem patologia comprovada, com destaque para C. albicans, C. glabrata, C. tropicallis,
C.krusei, C.parapsilosise C.dubliniensis (ROCHA, 2014). No entanto, a lista de espécies
consideradas ndo-patogénicas vem se expandindo. Paramythiotou et al. (2014) explica que
esse fato se da pelo aumento da populacdo susceptivel e pela capacidade de laboratorios
isolarem novas espécies.

Murray, Rosenthal e Pfaller(2014) propde que o aumento das infec¢des fiingicas pode
ser atribuido ao crescente aumento no nimero de pacientes imunossuprimidos, incluindo
transplantados, portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), pacientes sob
uso de quimioterapia ou portadores de doencas de base grave submetidos a procedimentos

invasivos, como colocacao de sondas ou cateteres.
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Javis (1995), quando citado por Silva e colaboradores (2014), explica que as infecgdes
hospitalares se apresentam nas mais variadas formas, tais como infec¢des do trato urindrio,
infec¢des de feridas cirurgicas e abscessos provenientes da insercao de cateter.

As micoses oportunistas apresentam um diagnostico de complexidade igual para
clinicos ¢ micologistas devido a complexidade da populacdo de pacientes susceptiveis a
infecgao.

Segundo Raimundo e Toledo (2017), atualmente, houve um crescimento das
resisténcias das leveduras do tipo Candida frente aos antifiingicos ja existentes no mercado,
fazendo-se necessdria a pesquisa por novos medicamentos. As leveduras do género
Candidassp. apresentam enfermidades cutdneo-mucosas, sist€émicas e alérgicas, tais como
candidiase oral, candidiase vulvovaginal, balanite, candidiase cutanea, onicomicose e
paroniquia e outras infec¢des mistas. Segundo Costa (2015), as leveduras do géneroCandida
infectam, geralmente, a pele e membranas mucosas, como as da boca e vagina, além de serem
capazes de invadir tecidos mais profundos, como sangue.

A Candidassp.¢ um fungo dimorfico que pode se apresentarcomoleveduras esféricas
ou na formaalongada, denominada "hifa" (MIOTTO etal., 2011). A identificagdo de
Candidassp. se da por diversos métodos. A escolha desse método depende de fatores como
nivel de identificacdo desejado, nimero de amostras disponiveis e recursos financeiros
disponiveis.

Segundo Barbedo e Sgarbi (2010), a biologia de C. albicansapresenta a capacidade de
apresentar-se de diversos aspectos morfologicos. A fase unicelular leveduriforme pode gerar
um broto e formar hifas verdadeiras. Entre esses dois extremos, brotamento e filamentagao, o
fungo ainda pode exibir uma variedade de morfologias durante seu crescimento, formando
assim as pseudo-hifas, que na realidade sdo leveduras alongadas unidas entre si. Ademais, C.
albicans ainda ¢ capaz de inibir o crescimento de outras leveduras patogénicas in vitro. Isso
pode ser explicado pela liberagdao de didoxido de carbono pela C. albicanse produgdo de acidos
produzidos pelas leveduras (SOUSDALEFF, 2016).

As leveduras do género Candidassp.possui grande importancia devido a frequéncia de
infec¢@o e colonizagdo do organismo humano, fazendo parte da microbiota humana normal de
individuos sadios. Para Barbedo e Sgarbi (2010), sdo encontradas espécies de Candida no
trato gastrointestinal em cerca de 80% dos individuos adultos. Na popula¢do feminina, cerca
de 20 a 30% apresentam colonizagdo de Candidavaginal. Em hospitais, o género

Candidaresponde por cerca de 80% das infec¢des fingicas documentadas.
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No entanto, quando ocorre situagdes em que ha a perda homeostatica, essas espécies
apresentam comportamento agressivo e, consequentemente, patogenas. No que diz respeito a
origem dessas infecgdes, podem ser de origem enddgena, a partir da microbiota humana, ou
exogena, provinda de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DSTs).

Oliveira (2018), ao citar Hitchcock et al. (1993) e Geiger et al. (1995) explica que
C.glabrataé dito como um saproéfito da flora normal de individuos saudaveis que, quando ha
um uso prolongado de imunossupressores e antifingicos de amplo espectro, € responsavel
pela causa de infecgdes graves no paciente. Ademais, sdo causadoras de infecgdes mucosas ou
sistémicas, ocorrendo com maior frequéncia em individuos imunocomprometidos ou
portadores de Diabetes Mellitus. Devido a sua resisténcia intrinseca a agentes antiflingicos
pertencentes a classe dos azois, com destaque ao fluconazol, infec¢cdes provocadas por essa
espécie sao dificeis de tratar, respondendo assim por altas taxas de mortalidade em pacientes
hospitalizados comprometidos.

Barbedo e Sgarbi (2010) descrevem C. tropicaliscomo a segunda ou terceira maior
responsavel por candidemas em individuos adultos, principalmente aqueles portadores de
cancer ¢ complicagdes hematologicas, por exemplo, além de seu poder de transmissao

nosocomial significativo.

2.7 LEVEDURAS PATOGENICAS DO GENERO Geotrichumsp.

Segundo Lima (2010), na sua forma teleomorfica, o fungo Geotrichumsp. apresenta
126 espécies distintas, 12 variedades e 2 formas especiais. Como sinonimias, pode ser
descrito comoFermentotrichon, Qosporoideae Polumorphomyces. Suas caracteristicas
morfoldgicas e fisioldégicas sao muito semelhantes ao Tricosporonsp., mas difere-se pela
apresentacao de artroésporos (conidios formados a partir do desmembramento de hifas
septadas) (OLIVEIRA, 2014).

Espécies de Geotrichumsp. sdo encontrados no solo, dgua, ar e esgoto, plantas, cereais,
produtos lacteos e também na flora humana. Caracterizam-se pelo rapido crescimento, com
colonias brancas e texturas cremosa ou cerosa (TOME, 2018).

Ao infectar tecidos, Geotrichumsp. provocam leveduroses que sdo geralmente
confundidas com leveduroses provocadas por Candidae Cryptococcusneoformans
(OLIVEIRA, 2014). Algumas espécies, como Geotrichumcandidum, destacam-se pela
indu¢do de problemas infecciosos do sistema respiratorio, infecgdes alimentares e vaginais

(ATLAS MICOLOGIA, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a atividade antifingica dos metabolitos secundérios produzidos por fungos

endofiticos coletados em Angico-Vermelho (4dnadenanthera macrocarpa).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (oletar partes aéreas da 4. macrocarpa (Angico-vermelho) na cidade de Sumé-PB;

e [solar os fungos endofiticos do Angico-vermelho em meio de cultura;

e Induzir a produgdo de metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos, via cultivo em
meio de aveia;

e Purificar e testar metabolitos purificados contra cepas de Candidassp. e
Geotrichumsp.;

e Fazer identificagdo taxondmica, em nivel de género, dos melhores produtores de

substancias antifungicas.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi executado na cidade de Sumé, no Cariri Paraibano(7° 40" 19"
S, 36° 52" 48" W).

Todos os procedimentos foram feitos sob condicdo asséptica e conduzidos nos
Laboratdrios de Biologia do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido, da
Universidade Federal de Campina Grande (CDSA-UFCG).

Foram definidas condicdes como meio de cultura e temperatura, além de
procedimentos para isolamento dos fungos em estudo, producdo dos conidios, produgdo e
extracdo de metabolitos secundarios, testes antibiogramas e purificagdo dos melhores

inibidores.

4.1 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para a obtencao dos fungos endofiticos da Anadenanthera
macrocarpa € composto por batata, sacarose ¢ agar (BSA), nas concentragdes de 100g/L,
20g/L e 6g/L, respectivamente. A batata foi triturada em liquidificador com agua destilada e,
em seguida, filtrada e acrescida de sacarose e completada com &agua destilada (q.s.p.
1000mL). Por fim, a solu¢do foi distribuida em Erlenmeyers, acrescentado o agar e
autoclavada, a 121°C e latm, por 15 minutos. O meio foi distribuido em placas de Petri,

previamente autoclavadas.

42  ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

4.2.1 Coleta e esterilizacdo das partes vegetais

As partes das plantas foram coletadas, nas dependéncias do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido da Universidade Federal de Campina Grande
(CDSA-UFCG). Foram coletadas partes do caule da planta. As amostras foram desinfectadas
com dalcool 70%. Posteriormente, o material vegetal foi cortado em pequenos fragmentos e
inoculado em placas de Petri contendo meio e adicionado de antibidtico Amoxicilina (1g/L), a
fim de inibir o crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 24°C, por 96h.

Os microrganismos crescidos em placa foram recultivados por sete dias, a fim de

estimular a produg¢do de conidios e obten¢@o de colonias puras.
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4.2.2 Producio de conidios

Apos o crescimento das colOnias puras, com auxilio bastdo de vidro e uma solugdo
formada por NaCl, detergente anidnico puro e agua (4,5g, S00uL e 500mL, respectivamente),
foi realizada a extracdo dos conidios. As solugdes de conidios foram transferidas para tubos
esterilizados etiquetados e armazenadas em geladeira. Posteriormente, essas amostras foram
diluidas em uma proporcao de 1:10uL de agua destilada, e feitas as contagens de esporos, em

camara de Neubauer.

4.3 PRODUCAO E EXTRACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Apbs a obtengdo dos conidios e contagem em camara de Neubauer, foram semeados 2
ml da solugdo de conidios em meio de aveia, composto por 5g de aveia comercial diluida em
15mL de 4gua destilada por recipiente. O meio foi autoclavado a 121°C e latm, pelo periodo
de 1h. Em seguida, os potes foram colocados em estufa a 37°C, pelo periodo de 7 dias, a fim
de promover a producao de metabolitos secundarios.

A extracao dos metabolitos secundarios foi feita pela adicao de 15mL de cloroférmio
99,8% no meio de aveia. O composto formado por aveia e cloroféormio foi transferido para
tubos plasticos conicos e centrifugados a 2000Xg, por 15 minutos. Decorrido o tempo de
centrifugacao, o extrato foi removido e transferidos para frascos de vidro, para que houvesse a
secagem por evaporagao do solvente.

Apoés secagem, foi novamente adicionada uma quantidade minima de cloroférmio
sobre os extratos, transferidos para frascos esterilizados e identificados e armazenados em

geladeira.

4.4  CULTIVO DOS FUNGOS PATOGENICOS

Os testes antifungicos foram feitos para as leveduras C. albicans,C. tropicalis, C.
glabratae Geotrichumsp., mantidos em meio de cultura Infusio de Cérebro-Coracio em Agar
(BHIA).

Primordialmente, foi preparada uma Solu¢do Inicial, formada por uma pequena fragado
da cepa, retirada com auxilio de uma alca de platina flambada, e 2mL de solucao salina 0,9%.
Foi cultivado ImL da Solu¢do Inicial em meio BSA e acondicionado em estufa a 37°C, para

que fosse feita a quantificacdo de células viaveis (Unidades Formadoras de Colonias — UFC).
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De cada Solug¢do Inicial, fora utilizado um volume de células equivalente a 1x107 e
diluidos em Solucdo Salina em um volume q.s.p. ImL. A padroniza¢do do volume de células
viaveis em 1x107 pode ser explicado pelo fato de ser uma quantidade suficiente para crescer

por toda a Placa de Petri num intervalo igual a 12h.

4.5  OBTENCAO DOS DISCOS ANTIBIOGRAMAS

Os discos antibiogramas para testes antifingicos foram feitos de acordo com modelo
descrito na Farmacopeia Brasileira (1988), com adaptagdes. Os discos foram confeccionados
com papel filtro e furador de papel, esterilizados por radiagao UV.

Foram adicionadas trés aliquotas de 10 pL de extrato em cada disco, de modo que a
proxima fragdo de extrato era adicionada apds a absor¢do completa. Os testes foram
realizados em triplicatas, com testes positivo e negativo para cada ensaio.

O controle positivo foi feito com Cetoconazol 500mg macerado em graal com pistilo,
e diluido em 3 mL de metanol, em quantidade de 50uL por discos, tendo, assim, cada disco
contendo o equivalente a 8,3mg de Cetoconazol. J& o controle negativo foi formado apenas
por metanol, na mesma quantidade.

Os discos foram adicionados nas placas contendo meio BSA e a Solucao Diluida,
obtida a partir do volume de células diluido em Solucao Salina (Figura 5). Apds a adi¢ao dos
discos, as placas foram acondicionadas em estufa, a 37°C, pelo periodo de 12h. Decorrido
esse tempo, foi analisada a atividade antifingica, por meio da medi¢ao dos halos de inibi¢ao
obtidos.

Por fim, foram feitas estimativas da eficiéncia de inibicdo equivalente dos extratos,
obtida a partir da razdo entre os didmetros dos halos obtidos a partir dos extratos brutos e do

controle positivo.
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Figura 4 - Disposicao dos discos antibiogramas contendo extratos fiingicos para testes
em Candidassp.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019)

4.6 PURIFICACAO DOS MELHORES INIBIDORES

A partir da obtengdo e analise dos halos, foi escolhido o extrato que apresentou melhor
resultado de inibicdo. Com base na Tabela 3, foi selecionado os Fungos n°9 e n°12, os quais
apresentaram bons resultados para as quatro leveduras em questao.

A purificagdo foi realizada em CLAE-FR, em coluna PelkinElmer C18 (150mm x
4.6mm), com gradiente de dgua e metanol, com fluxo igual a ImL/min. Foi mantido 4gua
como solvente até o tempo de 5 minutos. O gradiente crescente até 100% de metanol, durante
20 minutos, seguida de uma lavagem da coluna por 1 minuto, com leitura do eluido a 230nm.

As amostras purificadas foram diluidas em uma propor¢ao de 2:1 de 4gua, a fim de
acelerar o processo de congelamento, e congeladas a -50°C durante 16h, e liofilizadas por
72h. Apos o periodo de liofilizagdo, as amostras foram recuperadas com 2mL de solugdo 1:1
agua e metanol, tornando-se, assim, mais concentradas. Foram novamente congeladas e
liofilizadas por 24h.

Ap6s a liofilizacdo, as fracdes foram diluidas em 380uL de metanol, para a produgdo
de discos antibiogramas, a fim de provocar a inibi¢do das cepas a partir dos compostos

purificados.
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Os discos antibiogramas foram identificados como A (0-5min), B (10-15min), C (15-

20min), D (20-25min), + (controle positivo) e — (controle negativo).

4.7  IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

A 1identificagdo dos melhores produtores de substancias fungicas fora feito pelo
método da fita adesiva, utilizada por autores como Bernardi, Caldeira e Nascimento (2005) e
Pantoja (2008), onde pressionou-se,suave ¢ firmemente, um fragmento de fita sobre a colonia
fungicas esporulada e, em seguida, fixagdo em uma lamina de microscopia, para analise. A
partir da analise das estruturas morfologicas das colonias obtidas em microscopio Optico,

foram feitas comparacdes com material disponivel na literatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ISOLAMENTO DAS PARTES VEGETAIS E FUNGOS ENDOFITICOS

A partir das placas inoculadas com os galhos do angico, foram obtidos quarenta ¢ um
fungos diferentes. A principio, foram analisados sua velocidade de crescimento em meio BSA
e crescimento dos conidios em meio de aveia, além da coloragdo e quantidade de conidios
produzidos por cada fungo.

A Figura 6 apresenta o ino6culo das partes vegetais cultivadas em BSA apds dois dias,
a 24°C, enquanto as Figuras 7 e8 mostram os fungos isolados apds quatro dias de crescimento
em BSA e o crescimento de um dos isolados apds o intervalo de sete dias, respectivamente.
Os fungos de coloracdao branca (branco gelo e neve) demonstraram crescimento rapido em
meio BSA, tomando cerca de 50% da placa em quatro dias. Os fungos pretos apresentaram
crescimento moderado, enquanto os fungos verdes apresentaram lento, no mesmo intervalo de

tempo.

Figura S - Inoculo das partes vegetais em meio BSA apds dois dias de incubacao a

24°C.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).
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Figura 6 - Fungos isolados em meio BSA ap6s quatro dias de indculo.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Figura 7 - Crescimento de um dos isolados ap6s intervalo de sete dias.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Ademais, fora observado que, quando submetidos a temperaturas entre 24°C e 30°C,
os isolados fungicos apresentam melhor crescimento e producdo de conidios, enquanto
temperaturas superiores a 30°C ndo apresenta crescimento na mesma velocidade que nas
temperaturas citadas. Resultado semelhante a esse foi obtido por Poltronieri, Azevedo e Silva

(2013), ao cultivar, em distintas temperaturas, fungos isolados de C. gloeosporioidese Zucchi
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(2016), ao observar que isolados fungicos de Pisolithusmicrocarpus apresentaram alteragdo
na coloragdo e crescimento reduzido quando mantidos em temperatura igual a 37°C.

A Tabela 1 apresenta a quantidade de conidios produzidos por cada fungo, além de
suas cores. Os fungos de coloragdo branca apresentaram maior producao de conidios, seguido
pelos fungos verdes e pretos.

Para Faia (2011), existes caracteristicas que podem descrever fungos que pertencem a
mais do que um filo, sendo algumas especificas. Os fungos que sdo pertencentes aos
Zygomycota, possuem caracteristicas diferentes de outros filos, tais como, rapido crescimento,
micélio ndo-septado e reprodugdo através de esporangidforos, os quais sdo produzidos numa
estrutura reprodutora assexuada, o esporangio. A presenga de micélio septado e reproducao
sexuada sdo caracteristicas especificas de filos mais desenvolvidas, como Basidiomycota e
Ascomycota. Nestes dois filos, a reproducdo sexuada ocorre através de ascosporos, produzidos

em ascos (Ascomycota) e basididsporos, produzidos em basidios (Basidiomycota).
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Tabela 1 - Fungos identificados a partir da sua coloragdo e produgdo de conidios, em meio

BSA.

FUNGO COLORACAO QTE DE CONIDIOS
1 Branco 8,39 x 107
2 Branco 4,7x 10’
3 Branco 9,0x 107
4 Branco 3,34 x 107
5 Branco 3,89 x 107
6 Branco gelo 1,25 x 107
7 Branco gelo 6,30 x 107
8 Vermelho 9,0x 10’
9 Chartreuse 4,7x 10’
10 Verde escuro 2,2x 107
11 Chartreuse 3,80 x 107
12 Branco 1,38 x 107
13 Chartreuse 6,93 x 107
14 Branco gelo 2,4 x 107
15 Chartreuse 1,1 x 108
16 Branco gelo 6,07 x 10’
17 Preto 1,51 x 107
18 Branco 5,0x 107
19 Verde 4dgua 7,8 x 107
20 Verde 3,3x 107

21 Verde escuro 2,9x 107

22 Chartreuse 1,7x 107

23 Verde escuro 1,1 x107

24 Branco 1,7x 107

25 Verde 4,94 x 107
26 Preto 1,18 x 108
27 Verde 8,69 x 107
28 Verde 6,17 x 107
29 Verde 3,12x 107
30 Verde 2,74 x 107
31 Chartreuse 7,92 x 107
32 Chartreuse 1,46 x 107
33 Branco 2,42 x 107
34 Chartreuse 9,6 x 107

35 Chartreuse 8,26 x 107
36 Preto 2,16 x 107
37 Chartreuse 8,70 x 107
38 Branco 1,82 x 107
39 Chartreuse 1,108 x 108
40 Chartreuse 5,04 x 107
41 Preto 7,58 x 107

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).
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Dias Neto et al. (2010), ao testar diferentes meios de cultivo para a esporulagdo de M.
grisea, obteve melhores resultados quando cultivados em aveia, assim como Gomes ¢ Pena
(2016), que também obtiveram melhores resultados de esporulagdo com cultivo em meio de
aveia, e Soares et al. (2009), que obtiveram bons resultados de esporulagdo em meios de
farinha de aveia e aveia em flocos grossos.

Calvo e colaboradores (2002) explica que a producdo dos metabdlitos secundarios
ocorre durante o processo de esporulacio dos microrganismos. Em meio um meio
desfavoravel, como meio de aveia, os metabdlitos secundarios sdo sintetizados por reagdes
quimicas seriadas ocorrentes nas células, resultando na sintese de um produto favoravel a
sobrevivéncia (NASCIMENTO et al., 2014). Sendo a aveia a tnica fonte nutritiva do meio, o
microrganismo sera induzido a produzir substancias de defesa que faca com que venca a

concorréncia por alimento.

52  OBTENCAO DE HALOS INIBITORIOS

A Tabela 2 apresenta o nimero de UFC da Solugao Inicial quando cultivada em meio
BSA pelo periodo de 12h, a 37°C. As leveduras C. tropicalis e C. albicans apresentaram
crescimento superior as demais. Isso pode ser explicado pelo fato das duas leveduras em
questao indica bom crescimento em temperaturas elevadas, caracteristica peculiar dos fungos
dimorficos. Em contrapartida, como a C. glabrata nao se caracteriza como fungo dimorfico,
nao apresenta crescimento tao elevado quando comparada a outras espécies de
Candida(BARBEDO e SGARBI, 2010). O dimorfismo em fungos patogénicos ¢ dependente
da temperatura, apresentando crescimento semelhante a uma levedura quando cultivados a
temperatura equivalente a 37°C e forma de levedura a 25°C (TORTORA, 2005; MURRAY et
al., 2009).

Tabela 2 - Numero de unidades formadoras de coldnia, obtida por meio de cultivo em meio BSA, e
volume equivalente a 1x10” da Solugio Inicial utilizado para testes com extratos fiingicos brutos.

Cepa UFC/mL x 108 Volume Utilizado (uL)
C. Tropicallis 4,88 20,49
Geotrichumsp. 1,56 64,10
C. Glabrata 2,92 34,25
C. Albicans 4,52 22,13

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).
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A Figura 8 apresenta os halos de inibi¢do obtidos com os extratos fungicos obtidos
para as leveduras Geotrichumsp, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata apds 12h, em meio
BSA, a 37°C. Dentre todos os extratos brutos testados, os halos de inibigdo foram mais
efetivos para a espécie de Candidaglabratae Geotrichumsp.utilizadas no teste.A Tabela 3
relata o didmetro médio de halos obtido por todos os extratos para as quatro leveduras em

questao.

Figura 8 - Halos inibitérios obtidos para as leveduras (A) Geotricumsp. e (B) C. Albicans.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Ao analisar os halos produzidos pelos extratos brutos dos fungos, foi perceptivel que o
extrato do Fungo n°9 obteve maior destaque de inibi¢do, sendo eficaz para as quatro leveduras
testadas. Ao fazer a estimativa de eficiéncia de inibi¢do equivalente dos extratos brutos em
relacdo ao controle positivo utilizado, com eficiéncia equivalente entre 88,89% e 166,67% da
concentragdo de cetoconazol testado.

O extrato bruto do Fungo n°12 apresentou eficiéncia de inibi¢do equivalente entre
77,78% e 100% do cetoconazol, frente as leveduras testadas. De todos os extratos testados, o
Fungo n°12 apresentou segundo maior resultado de inibi¢do, com inibi¢do para trés das

leveduras.



Tabela 3 - Didmetro médio dos halos inibitorios obtidos pelos discos contendo extratos
fungicos para cada cepa utilizada.

C. tropicallis Geotrichumsp. C. glabrata C. albicans
1 - 10 mm - -
2 - 9 mm - 8mm
3 10mm - 11 mm -
4 - 8 mm 9mm -
5 10 mm - - 11mm
6 - 10 mm 10mm -
7 - 9 mm 15 mm -
8 7mm 8 mm - 9mm
9 8 mm 9 mm 15 mm 9mm
10 - - 13 mm -
11 8mm 13 mm - 9mm
12 - 10 mm Tmm 9mm
13 9 mm - - -
14 8 mm 9 mm - 9mm
15 - - 7 mm -
16 - - 8mm -
17 - - - -
18 - - - -
19 - - - -
20 - - 8 mm -
21 8 mm - - -
22 - - 7 mm 7mm
23 - - 9 mm -
24 - - - -
25 12 mm - 10mm -
26 - - 12mm -
27 - I 1mm 9mm -
28 12mm - - -
29 1 1mm - - 8mm
30 - 10mm 12mm -
31 10mm 9mm 9mm -
32 - - 15mm 11mm
33 10mm - - 8mm
34 - 13mm - 8mm
35 - 7Tmm - 9mm
36 - 7Tmm - 8mm
37 I11mm - 8mm -
38 10mm 10mm - -
39 I11mm - 11mm -
40 - 8mm 7mm 9mm
41 - 10mm - 8mm
CTRL + 9 mm 10mm 9mm 9mm
CTRL - - - - -

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).
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Romminger (2008), ao avaliar o potencial metabolico de fungos isolados a partir de
uma espécie de alga marinha, explica que a atividade inibitéria dos extratos pode ser
explicada pelo fendmeno da alelopatia, que pode ser definido como o processo no qual os
organismos produzem compostos quimicos que podem influenciar de forma favoravel ou
desfavoravelmente no desenvolvimento de outras espécies. Nesse caso, como fungos e
bactérias sdo ditos competidores naturais, os compostos produzidos pelos fungos se
sobressaem em relacdo ao desenvolvimento de outras espécies de fungos e bactérias, o que
aconteceu nesse presente trabalho.

Muitos estudos comprovam a utilizacdo de extratos puros de metabdlitos de fungos e
0leos essenciais de plantas. Como exemplo, tem-se Jayanthie Shahapurkar (2011) que, ao
estudar o fungo endofitico Phomopsis sp., isolado de Mesua férrea, para inibigdo de
microrganismos e leveduras patogénicos, obteve halos inibitorios de 12+0,2 mm para C.
albicans; Almeida et al. (2017) que, ao testar 6leos essenciais de abacate, canela e citronela
para C. glabrata, obteve halos inibitorios variaveis entre 0 e 9,2mm;Dong-Huie colaboradores
(2018) que, em seus estudos, testou compostos volateis extraidos de metabolitos secundarios
de Catharanthusroseus contra patogenos de fungos de plantas e C. albicans, obtendo
resultados para a inibicdo funcional do crescimento de um determinado nimero de patdgenos;
e Laska et al. (2017), que analisou, com sucesso, os extratos de folhas e raizes de
Pulsatillapatens, planta nativa da Europa, a fim de inibir o crescimento de cepas como C.
albicanse C. glabrata, obtendo resultados a partir de uma CIM equivalente a 9,37 pg/ml.

Diversos autores, como Lima (2013), Rocha (2014), Silva (2017) e Marinho, Silva e
Souza (2018), também observaram o potencial antifingico de extratos brutos de A.
macrocarpa, obtendo resultados inibitérios iguais ou superiores aos controles positivos € com
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) igual ou menor a 1mg/mL. No entanto, além de testes
com extratos brutos, o presente trabalho teve, como diferencial, testar fracdes purificadas de

metabolitos secundérios de fungos endofiticos.

5.3  DEFINICAO E PURIFICACAO DOS MELHORES INIBIDORES

A Figura 9 demonstra os Fungos 9 e 12, nessa ordem, os melhores inibidores para as
leveduras em questdo. Os testes das substincias purificadas foram feitos sob mesmas

condic¢oes.
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A Tabela 4 apresenta o numero de UFC obtidas para os testes das fragdes purificadas e
os volumes correspondentes a 1x107 utilizados, enquanto as Tabelas5 e 6 mostram os
didmetros dos halos obtidos a partir das fragdes purificadas dos Fungos N°9 e N°12 para as

leveduras em questao.

Figura 9 - Cultivo dos Fungos (A) N°9 e (B)N°12, considerado melhores inibidores,

respectivamente.

A B

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

Tabela 4 - Numero de unidades formadoras de colonia obtida por meio de cultivo em meio
BSA e volume utilizado correspondente a 1x10”.

Cepa UFC/mL x 108 Volume Utilizado (nL)
C. Tropicallis 3,84 26,04
Geotrichumsp. 2,47 28,57
C. Glabrata 3,50 40,0
C. Albicans 2,50 41,67

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

O Gréfico 2 apresenta o cromatograma obtido a partir da purificagdo do extrato puro
do Fungo N°9, enquanto o Grafico 3 apresenta a purificagdo do extrato puro do Fungo N°12.
Observa-se que ha um niimero maior de substancias nos intervalos C (10-15min), D (15-
20min) e E (20-25min), quando a porcentagem do solvente Metanol ¢ cada vez maior, sendo
possivel perceber que as moléculas com maior potencial inibitério sdo de natureza

hidrofobica.
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Grafico 3 - Cromatograma obtido a partir da purificagdo do extrato do Fungo °12.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2019).
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Tabela 5 - Halos obtidos a partir das fragdes purificadas do Fungo N°9 para cepas de
Candidaspp. e Geotrichumsp.

C. albicans C. tropicallis C. glabrata Geotrichumsp.
A (0-5min) - 8mm - -
B (5-10min) - 8mm 8mm -
C (10-15min) - 8,3mm - 7mm
D (15-20min) 9mm - - -
E (20-25min) - 8mm - -
Cetoconazol 8,3mg 9mm 9mm 9mm 10mm

Metanol - - - -

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

*- 1 ndo apresentou halos de inibigao.

Tabela 6 - Halos obtidos a partir das fracdes purificadas do Fungo N°12 para cepas de
Candidaspp. e Geotrichumsp.

C. albicans C. tropicallis C. glabrata Geotrichumsp.
A (0-5min) - 10mm - 10mm
B (5-10min) - 10mm - -
C (10-15min) - 8mm 9mm 11,5mm
D (15-20min) - 9mm 11mm 8,5mm
E (20-25min) 10mm 11mm 13mm -
Cetoconazol 8,3mg 9mm 9mm 9mm 10mm

Metanol - - -

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

-: ndo apresentou halos de inibicdo.

A partir da observacdo dos diametros dos halos de inibicdo obtidos por meio das
fragdes purificadas, observou melhor inibigao para C. tropicallis. As fragdes C, D e E do
Fungo N°12 apresentou amplo espectro, com halos maiores ou iguais ao controle positivo.

Ao observar as Tabelas 5 ¢ 6 ¢ compara-las com a Tabela 3, ¢ perceptivel que as
inibi¢des ocorrem com maior efetividade quando as leveduras estdo frente aos extratos
purificados, com maior destaque para C. tropicallis. Resultados semelhantes pode ser
encontrado no trabalho deFaladee colaboradores (2017), que, ao testar extratos de
Rigidoporusmicroporosa (SW), cogumelo selvagem ndo comestivel encontrado na Nigéria,
purificados por métodos cromatogréaficos, obteve halos de até 32,32mm para C. albicans,
superiores aos halos obtidos com o extrato bruto.

Moraes (2011) apresentou bons resultados de inibicao de leveduras C. glabrata e C
parapsilosiscom CIM entre 7,81 e 15,62 ng/mL de extratos e fragdes purificadas a partir de

fracionamento em fase s6lida, obtidos a partir da casca de Uncaria tomentosa.
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Peixoto (2010), ao purificar extratos de Oleos essenciais de Menthasuavelons e
Menthaspicataem cromatografia em camada delgada (CCD), obteve fragdes de inibicdo de
biofilmes produzidos por C. albicansem baixas concentragdes, com inibi¢cdes de 49% e 38%,
apresentando inibicdo superior ao controle Fluconazol (<40%) e inferior ao controle
Anfotericina B (62%), em CIMde 1pug/mL.

Em seus estudos, Machado (2015) obteve bons resultados antifingicos frente a
isolados de C. parapsilosis, C. famata, C. glabratae C. kruseia partir extratos vegetais de
Accasellowianapurificados em CLAE.

Silva e Souza (2016), ao induzirem a producdo de metabolitos secundarios de
microrganismos presentes em solo rizosférico, testaram poder de antifingico para C. albicans,
obtendo halo de inibi¢do equivalente a 26mm. Ao purificar o extrato por meio de CCD,
obtiveram trés fragdes com poder de inibi¢do, com fator de retardamento (Rf) igual a 0,43.

Farias (2014), ao testar fragdes purificadas por CLAE de metabodlitos secundarios do
fungo marinho Paecilomyceslilacinus, obteve inibi¢do de até 90,3% frente a linhagem tumoral
HCT — 116, cé€lulas responsaveis pelo cancer de célon.

Como os melhores resultados de inibicdo foram obtidos pelas fragdes purificadas mais
hidrofobicas, acredita-se que, devido a hidrofilicidade do meio utilizado, houve a
impossibilidade de uma melhor difusdo das fracdes testadas. Seguramente, essas substancias
podem ser mais eficientes em meios de cultura que permitam a melhor difusdo das
substancias e sejam favoraveis ao crescimento das leveduras a serem testadas,

respectivamente.

5.4  IDENTIFICACAO DOS ISOLADOSFUNGICOS

A partir de analises microscopicas com aumento de 40x, os fungos foram identificados
a partir de comparacdes das imagens obtidas e imagens encontradas na literatura, como no

trabalho deVidotto (2004), Carvalho (2013) e Quadros (2008). As Figuras 10 e 11 mostram
que os Fungos N°9 e N°12 sdo do género Aspergillus.
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Figura 11 - Conidi6foros do Fungo N°12.

Fe ados da Pesquisa (2019).
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De acordo com Andrade (2016), a morfologia dos conidios ¢ importante para a

identificacdo de fungos, os quais podem assumir formatos globoides, ovoides, espiralados,

romboides, cilindricos e clavados, por exemplo, além de serem claros, de cores vivas ou

transparentes ou de pigmentagdo escura. A Figura 15 apresenta a morfologia dos conidios do

Fungo N°9.
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Figura 12 - Esporos de Aspergillus sp. — Fungo N° 9.

Fonte: Dados da Pesquisa (2019).

No que diz respeito a caracteristicas macroscopicas, ambas as colonias apresentaram
aspecto macio e coloragdo semelhante, apos crescimento. Segundo suas caracteristicas
microscopicas, as colonias apresentam conidios e conidioforos, de rapido desenvolvimento.
Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Clementino (2012), ao estudar
atividade antibidtica de amostras de solos e plantas obtidas na regido do Cariri Paraibano.

De acordo com Clementino (2012), mesmo que os fungos isolados sejam do mesmo
género e cultivados sob mesmas condi¢des, os mesmos ainda podem produzir metabdlitos
distintos e em quantidades também diferentes quando cultivados em meio de aveia. Isso pode
ser explicado pela existéncia de espécies diferentes em um mesmo género, o que pode ser
corroborado por Lira (2014), ao identificar vinte e trés espécies de Aspergillus diferentes.

Mesmo que de modo introdutorio, o presente trabalho confirma a eficacia do uso do
angico vermelho para tratamento de doencas fingicas, o qual sempre fora utilizado de modo
empirico. Os metabodlitos secundérios dos fungos endofiticos do angico mostraram-se, de
modo geral, bons inibidores de Candidassp que, atualmente, apresentam resisténcia a diversos
farmacos antifingicos.

Como perspectiva futura, objetiva-se a continuagdo da purificagdo dos extratos
obtidos, para que sejam conhecidas as substincias que garantem a resposta inibitoria frente a

leveduras testadas, com testes que permitam a maior difusdo das substancias em meio.
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CONCLUSAO

e 90,24% dos fungos isolados testados produzem substancias antifungicas, alguns deles
sendo capazes de produzir halos de inibicdo para as quatro cepas de leveduras
patogénicas;

e Os fungos endofiticos da Anadenanthera macrocarpa, sob as condig¢des testadas,
mostraram-se efetivos produtores de substancias contra leveduras, com destaque para
as leveduras C. glabrata e Geotrichumsp;

e ApOs a purificacdo dos extratos obtidos nos FungosN°9 e N°12, foram encontradas
substancias com atividade antifingica, com capacidade de inibi¢cdo igual ou superior a
concentragdo de Cetoconazol, utilizada no controle positivo;

e Os halos de inibi¢do obtidos a partir dos extratos brutos dos Fungos N°9 e N°12,
quando comparados aos halos obtidos por meio do controle positivo, apresentaram
eficiéncia entre 70% e 122,2%, enquanto os extratos purificados apresentaram inibi¢ao
entre € 94,7% e 112,7% quando comparadas ao Cetoconazol;

e A identificacdo taxondmica mostrou que os Fungos N°9 e N°12 pertencem ao género

Aspergillus.
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