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RESUMO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Myrcia guianensis (MYRTACEAE) E DE SEUS
FUNGOS ENDOFITICOS.

Interacdes benéficas entre plantas e microrganismos t€m sido investigadas sob diferentes
aspectos ecoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e genéticos. No entanto, a prospeccao
sistemdtica de biomoléculas com potencial para resultar em produtos biotecnolégicos
oriundos dessa interacao ainda € relativamente escassa. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi investigar a atividade antimicrobiana dos metabdlitos secundérios que compdem o dleo
essencial e extratos de Myrcia guianensis, assim como dos metabdlitos secunddrios de seus
fungos endofiticos. Para tanto, foram coletados no Municipio de Santarém-Par4, folhas de M.
guianensis para obtencdo dos extratos etandlico, metandlico, hexanico, acetado de etila e 6leo
essencial, além de fungos endofiticos isolados de raiz, caule e folha dessa planta. Os testes de
atividade antimicrobiana foram realizados utilizando como cepas teste as bactérias
Pseudomonas aureuginosa, Staphylococcus. aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, e
os fungos Candida albicans e Penicilliun avelani. Os fungos endofiticos isolados foram
separados em grupos considerando suas caracteristicas macro e micro-morfologicas. O
nimero de 156 isolados foram obtidos e distribuidos em 14 grupos. As caracteristicas
revelaram a presenca de géneros como: Pestalotiopsis, Phomopsis, Aspergillus, Xylaria,
Penicillium e Fusarium. Nenhum dos extratos das folhas da planta e nem o dleo essencial
apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas teste. Dos 46 meios metabdlicos dos
fungos testados, trés apresentaram resultado positivo frente a S. aureus, trés apresentaram
atividade contra a E. faecalis, um apresentou atividade frente a C. albicans e dois mostraram
atividade inibitéria frente ao fungo P. avelani. Os resultados da atividade antimicrobiana dos
metabolitos permitiu selecionar a linhagem MgRe2 2.3 B para as etapas subseqiientes, uma
vez que o meio liquido metabdlico dessa linhagem apresentou halos de inibi¢cdo médios de
12,5 mm contra S. aureus, 15,0 mm contra E. faecalis e de 43,3 mm contra P. avelani. Os
extratos AE1 e AEIl obtidos da linhagem MgRe2 2.3 B foram os que apresentaram os
resultados mais promissores e foram entdo fracionados para dar inicio a identificacdo da
molécula bioativa. As fracdes obtidas foram novamente testadas, obtendo-se os melhores
resultados de atividade antimicrobiana nas fracdes 1 e 2. A andlise por CLAE permitiu
concluir que a substancia 2, componente da fracdo 1 e substincia 3, componente da fracao 2
sao provavelmente a mesma substancia. Nos testes para determinacao da DMI, tanto a fracdo
1 quanto a fracdo 2 demonstraram possuir capacidade inibitoria frente a S. aureus até a dose
de 0,250 mg/mL. Essas fracdes também mostraram capacidade inibitdria frente a P. avelanni
até a dose de 0,125 mg/mL. J4 contra E. faecalis a fracdo 1 demonstrou capacidade inibitdria
até a dose de 0,50 mg/mL, enquanto que a fracdo 2 até a dose de 1,0 mg/mL. Tanto a fracdo 1
quanto a fracdo 2 ndo demonstraram possuir capacidade bactericida frente a E. faecalis. Para a
bactéria S. aureus, as fragcdes demontraram acao bactericida até a dose de 0,50 mg/mL. J4 nos
testes realizados com P. avelani, as fragdes demonstraram a¢do fungicida apenas quando se
encontravam na dose de 1,0 mg/mL. Os resultados mostram o potencial biotecnolégicos de
fungos endofiticos isolados da espécie vegetal investigada.

Palavras-chave: metabdlitos secunddrios, interagao fungo-planta, bioatividade, bactericida.



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Myrcia guianensis MYRTACEAE) AND THEIR
ENDOPHYTIC FUNGI.

Beneficial interactions between plants and microorganisms have been investigated under
different ecological, physiological, biochemical and genetic factors. However, the systematic
exploration of biomolecules with the potential to result in biotech products from this
interaction is still relatively scarce. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of
secondary metabolites which make up the essential oil and extracts of Myrcia guianensis
leafs, as well as to verify the antimicrobial activity of the secondary metabolites produced by
their fungal endophytes. The plant tissues were collected in Santarém, Para. The leaves of M.
guianensis were used to obtain ethanolic, methanolic, hexane and ethyl acetate extracts, as
well as the essential oil, apart from endophytic fungi, isolated from root, stem and leaf of this
plant. The antimicrobial activity tests were performed using pathogenic strains of
Pseudomonas aureuginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Candida albicans and Penicilliun avelani. The isolated endophytic fungi were separated into
groups considering its macro and micro-morphological features. Is was obtained 156 isolates
distributed into 14 groups. The characteristics revealed the presence of genres such as
Pestalotiopsis, Phomopsis, Aspergillus, Xylaria, Penicillium, and Fusarium. None of the plant
extracts or the essential oil showed antimicrobial activity against the pathogenic strains. Of
the metabolic media obtained from 46 endophytic fungi, three showed positive results against
S. aureus, three had activity against E. faecalis, one showed activity against C. albicans and
two showed inhibitory activity against the fungus P. avelani. The results of the antimicrobial
activity of the metabolic media allowed to select the strain MgRe2 2.3 B for the subsequent
steps, since the metabolic broth of this strain presented inhibition halo of 12.5 mm against S.
aureus, 15.0 mm against E. faecalis and 43.3 mm against P. avelani. The extracts AEIl and
AEI1 obtained from MgRe2 2.3 B showed the most promising results and were fractionated to
initiate the identification of the bioactive molecule. The fractions were tested again, and the
best results were observed within the fractions 1 and 2. The HPLC analysis showed that the
substance 2 of the fraction 1 and the substance 3 of fraction 2 are the same substance. In tests
to determine the MID, both fraction 1 and fraction 2 have showed inhibitory effect against S.
aureus to the dose of 0,25 mg/mL. These fractions also showed inhibitory effect against P.
avelani until the dose of 0,125 mg/mL. Against E. faecalis, fraction 1 showed an inhibitory
effect until the dose of 0,50 mg/mL, while the fraction 2 showed until the dose of 1,0 mg/mL.
For MBD or fungicide, both fractions 1 and 2 did not demonstrate bactericidal capacity
against E. faecalis. Howrever, these fractions demonstrated bactericidal activity against S.
aureus until a dose of 0,50 mg/mL. In the tests using P. avelani, the fractions showed
fungicidal action only when both were at a dose of 1,0 mg/mL. The results show the potential
of biotechnology endophytic fungi isolated from the plant species investigated.

Key words: secondary metabolites, plant-fungus interaction, bioactivity, bactericidal.
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INTRODUCAO

Diversidade bioldgica ou biodiversidade pode ser definida como a variedade e
variabilidade existentes entre organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais eles
ocorrem. Ela pode ser entendida como uma associagdo de varios componentes hierdrquicos
como: ecossistemas, comunidades, espécies, populacdes e genes em uma drea definida
(GUERRA e NODARLI, 1999).

Dentro de toda essa riqueza de componentes podem estar guardadas uma gama de
novos produtos de importancia econdmica, tais como alimentos, fitoterdpicos, cosméticos e
fitofarmacos, originados dos recursos genéticos dessa biodiversidade (NEWMAN e CRAGG,
2007). Neste sentido, o Brasil se encontra em uma posic¢ao privilegiada em relacdo a outros
paises, haja vista ser um dos paises de megadiversidade no mundo, sendo que, de acordo com
a Avaliac@o dos Recursos Florestais da Organizac@o para Alimentos e Agricultura das Nagdes
Unidas, o Brasil possui cerca de 41% de todas as florestas restantes classificada como
florestas pluviais tropicais (FEARNSIDE, 2003).

A magnitude dessa biodiversidade ainda ndo € conhecida com precisdo tal a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos. O Brasil é o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, contando com mais de cinquenta e cinco mil espécies catalogadas de um
total estimado entre trezentos e cinquenta e quinhentos e cinquenta mil espécies (GUERRA e
NODARI, 1999).

A maior parte da riqueza conferida ao Brasil estd vinculada 8 Amazdnia, considerada
o maior conjunto de florestas tropicais do planeta. Esta drea possui a mais rica variedade de
espécies vegetais e animais do mundo (SILVERIO, 2004; FEARNSIDE, 2003). Ao longo dos
anos, a biodiversidade amazodnica tem sido explorada de forma ndo sustentdvel, o que tem
ocasionado uma diminui¢do considerdvel na quantidade de espécies que formam a floresta

2z

amazonica. O desmatamento é o principal fator ligado a perda da biodiversidade, este
geralmente relacionado a construcdo e pavimentacdo de estradas e ou grandes fazendas
agropecudrias (FEARNSIDE, 2006).

A Amazonia vive um momento de busca por um modelo de desenvolvimento em que
o crescimento da ocupagcdo humana e seus anseios por desenvolvimento econdmico, nao
sejam antagdnicos a conservacdo das riquezas naturais. A sociedade demanda que a ciéncia

possa encontrar uma formula para resolver a equagdo: DESENVOLVIMENTO X
CONSERVACAO DE RECURSOS NATURAIS. Dessa maneira, a educacéo e a pesquisa sdo
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fatores cruciais para catalisar o desenvolvimento humano e, portanto, qualquer estratégia de
uso e manejo de recursos naturais amazonicos devem obrigatoriamente levar em consideracao
a caréncia regional de quadros técnicos especializados e, sobretudo, o desconhecimento
acerca do potencial dessa diversidade biologica.

Levando em consideracdo os fatores citados acima, percebe-se que as espécies
Amazonicas, sejam elas vegetais ou microbioldgicas, precisam ser exploradas de forma
sistemadtica e sustentdvel, a fim de que suas possibilidades biotecnolégicas possam ser mais
bem observadas e assim se possa almejar, no futuro préximo, o estabelecimento de novos
produtos e o estabelecimento de processos tecnoldgicos de base bioldgica que beneficiem a
sociedade, sobretudo a Amazonica.

Estas potencialidades brasileiras inerentes a biodiversidade Amazonica pode ser
investigada de modo especifico para flora e para fauna, e principalmente a microbiota. No
entanto, as interagdes entre os diferentes reinos também sdo cendrios da evolu¢do molecular
ao longo dos anos. De maneira geral, as interagdes ecoldgicas sdo pautadas em aspectos
antagdnicos ou sinérgicos que podem regular a freqiiéncias e ocorréncia de determinadas
espécies.

Do ponto de vista fisiolégico e metabdlico, em particular, quando se trata de
interacdoes benéficas entre plantas e microrganismo ressalta-se a fixacdo bioldgica de
nitrogénio molecular a partir da simbiose planta-bactéria. No que concerne as interacdes
planta-fungos € possivel verificar grande quantidade de investigagdes sobre fungos visiculo-
arbuscular (MVA). No entanto, quando se trata de fungos endofiticos suas potencialidades sdo
maiores devido os varios ambientes internos da planta em que se apresentam e a quantidade

de condi¢des estdo sujeitos devido as diferenca entre esses microhabitats.



16

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 UTILIZACAO DE PLANTAS COM FINS TERAPEUTICOS

Os registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos remontam
ao inicio da civilizacdo humana, e esses registros se confundem com a propria histéria da
humanidade. Desde o momento em que o homem despertou para as suas necessidades,
comegou um longo percurso de manuseio, adaptagdo e modificagdo dos recursos naturais para
o seu proprio beneficio (DI STASI, 1996; NOVAIS et al., 2003).

Muitas comunidades de populacdes tradicionais, principalmente aquelas com
condic¢des socioecondmicas menos favorecidas, utilizam plantas medicinais como o principal
ou o uUnico recurso para o alivio de seus males (CAETANO et al., 2002; MACIEL et al.,
2002). Além disso, o uso de plantas medicinais € uma terapé€utica tradicional recomendada
internacionalmente pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS), como forma de apoio as
acoes de atendimento primadrio a saide (AKERELE e SYNGE, 1991; WENIGER, 1991).

Essa utilizacdo se justifica pelo entendimento de que através de seu metabolismo
secundério, as plantas possuem uma habilidade quase ilimitada de sintetizar compostos, os
quais estdo associados aos mais diversos mecanismos de interacdo e adaptacdo das espécies
vegetais como: a predacdo por insetos e herbivoros, a atragdo de polinizadores e dispersores
de sementes, e o combate a microrganismos fitopatogenos. As diferentes condic¢des
ambientais e de competi¢do intra e interespecifica em que as espécies vegetais se encontram,
também possibilitam a producdo de diferentes compostos, que lhes permitiu a sobrevivéncia
ao longo dos anos (GUERRA e NODARI, 1999).

A histéria de farmacos de origem vegetal é bastante rica, e o isolamento da morfina
(Fig. 1) ¢ um dos exemplos mais antigos de como a biodiversidade vegetal tem sido
importante na obtencdo de moléculas bioativas. Esse alcaldide com propriedades analgésicas
foi isolado em 1806 da Papaver somniferum e teve papel fundamental na sintese de novos

analgésicos (BARREIRO, 1990).
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Figura 1: Estrutura quimica da morfina.

Outro alcal6ide de grande importancia histdrica € a quinina (Fig. 2), um antimalérico
que foi isolado de Cinchona sp em 1820, e teve papel primordial no combate a maléria no
século XIX, ajudando o homem a desbravar areas antes desconhecidas, muitas delas no

Brasil, como algumas éreas da regiao Amazonica (OLIVEIRA e SZCZERBOWSKI, 2009).
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Figura 2: Estrutura quimica da quinina.

Na década de noventa, o progresso da industria farmacéutica representado
principalmente pela sintese orginica, obscureceu o extraordindrio papel que as plantas
desempenham no tratamento dos mais variados males a saide humana (KOROLKOVAS,
1996). Contudo, atualmente o uso de plantas medicinais encontra-se em franca expansao,
tanto em paises desenvolvidos, quanto em paises em desenvolvimento (HEINRICH, LEONTI
e STICHER, 2002; LICCIARDI e UNDERWOOD, 2010). Essa maior procura por moléculas
bioativas oriundas de plantas € motivada também pelo desenvolvimento técnico da quimica
analitica. Os varios métodos de separacdo, purificacdo e identificagdo, utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Performace (CLAE), Espectrometria de Massas (EM) e

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tém possibilitado uma maior eficiéncia e dinamismo
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aos trabalhos de isolamento e identificacdo de compostos bioativos (CASS et al., 2006;
McCHESNEY, VENKATARAMAN e HERRI, 2007).

O Brasil se mostra como o quinto mercado consumidor de medicamentos do planeta.
Porém, sob a dptica das politicas da saude, verifica-se que, apesar dos progressos alcancados
nas ultimas décadas, o compromisso de assegurar a acessibilidade universal aos
medicamentos ainda estd bastante distante, uma vez que mais da metade da populacdo ndo
tem acesso aos medicamentos, e apenas vinte e trés por cento da populagdo concentra sessenta

por cento do consumo (MARQUES, 2000).

1.2 METABOLISMO VEGETAL E SINTESE DE MOLECULAS BIOATIVAS

Os o6leos essenciais e extratos de vdrias espécies de plantas sdo capazes de controlar
microrganismos presentes em varios microhabitats do corpo humano, como os da pele e da
boca causadores de céries dentérias, incluindo dessa forma bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (NASCIMENTO et al, 2000). No Brasil, pesquisas sobre substincias
antimicrobianas de origem vegetal tiveram inicio com Cardoso e Santos em 1948, que
avaliaram extratos de 100 diferentes plantas, indicadas em terapéutica como antiinflamatorias
ou cicatrizantes. Destas, cinco apresentaram atividade inibitdria contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Proteus sp. (SARTORI, 2005).

Os compostos isolados de plantas sdo substidncias com estrutura quimica bem
diferenciada dos antimicrobianos obtidos a partir de bactérias, de leveduras e de fungos. Tais
produtos podem atuar no metabolismo intermediério ativando enzimas, alterando a acdo de
inibidores que influenciam os nutrientes do meio, modificando os processos enzimaticos em
nivel nuclear ou ribossomal, provocando alteracdes nas membranas ou ainda interferindo no
metabolismo secundario desses patdgenos (COWAN, 1999).

Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores ndo seja
um fato recente, somente a partir da descoberta da penicilina € que esta busca teve grande
impulso (TAVARES, 1984; COELHO et al., 2004). As plantas possuem vdrias vias
metabolicas secundérias que dao origem a diversos compostos como alcaléides, flavondides,
taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, sdo especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies vegetais, e cujas fungdes, até pouco tempo, eram

desconhecidas (SOUZA et al., 2003; SANTOS, 2007).
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O conhecimento mais detalhado desses compostos permitiu atribuir importancia nos
mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores, sejam fungos, bactérias, virus,
parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores (CECHINEL e YUNES, 1998; NIERO et
al., 2003). Além disso, em determinadas circunstancias, algumas plantas superiores podem
formar substancias com propriedade antimicrobiana, denominadas fitoalexinas. Estas sdo
produzidas como resposta imediata as agressdes por fungos, bactérias, virus ou nematdides,
ou em funcdo de determinados estimulos, como radiagdes ou agentes quimicos (YUNES,
2001).

Compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas simples e complexas. Tais compostos apresentam acido sobre
microrganismos provocando a privagao do seu substrato e ruptura da membrana plasmaética.
Acidos fendlicos, como o dcido cindmico (Fig. 3), ttm acdo antibacteriana, porém, o

mecanismo exato é desconhecido (COWAN, 1999).

4

OH

Figura 3: Estrutura quimica do 4cido cindmico.

Quinonas, como a hipericina (Fig. 4), podem se ligar a adesinas, polissacarideos da
parede celular de bactérias, e formar complexos com a parede das células desses
microrganismos, inativando enzimas importantes para a sua sobrevivéncia (FALKENBERG,

2007).
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Figura 4: Estrutura quimica da hipericina.
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Outra grande classe de compostos sdo os flavondides, um grupo de polifendis de
baixo peso molecular, que compdem os metabdlitos secunddrios de plantas. Estas substancias
sdo sintetizadas, muitas vezes, em resposta as infeccdOes microbianas e, portanto, nao &
surpreendente que tenham sido demonstradas, in vitro, a acdo antimicrobiana destas
substancias contra uma grande variedade de microrganismos. Um bom exemplo de
flavondides com essa capacidade € a crisina (Fig. §), que se liga a adesinas bacterianas,
residindo ai a sua atividade antimicrobiana (COWAN, 1999; ZUANAZZI e MONTANHA,
2007).

HO o}

OH O

Figura 5: Estrutura quimica da crisina.

Os taninos pertencem a uma classe de compostos quimicamente complexos que
apresentam vdrias atividades tidas como antimicrobianas; ligam-se a proteinas, adesinas,
inibem enzimas e provocam privagdo do substrato microbiano. Sao capazes de formar
complexos com a parede celular, provocando assim, a ruptura da membrana plasmaética
(COWAN, 1999). Muitas plantas ricas em taninos estdo sendo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de vdrios sintomas e doencas, tais como diarréia, hipertensao,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e
processos inflamatérios (SANTOS e MELLO, 2007).

Alcaléides sdo  compostos  nitrogenados  farmacologicamente  ativos
predominantemente encontrados em angiospermas. Sao referidos como detentores de
propriedades antimicrobianas (HENRIQUES et al., 2007).

Os oléos esssenciais, também conhecidos como Oleos etéreos, volateis ou esséncias
sdo os grandes responsdveis pela fragrancia das plantas, e essa caracteristica € totalmente

dependente da complexa mistura de substancias voldteis que formam cada dleo essencial,



relacionada com o mecanismo de atracdo dos polinizadores. A grande maioria dos
essenciais sdo constituidos de derivados fenilpropandides, formados a partir do
chiquimico, e de terpendides formados por unidades de isopreno de origem no

mevaldnico. Em geral, os terpendides sd@o os constituintes preponderantes dos
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essenciais, e entre os terpendides, os monoterpenos (Fig. 6) sdo os componentes mais

freqiientes (SIMOES e SPITZER, 2007).

A caracteristica odorifera dos 6leos essenciais tem possibilitado a utilizacdo desses

6leos pela inditria de cosméticos. Além dessa aplicacdo muito conhecida, muitos trabalhos

com Oleos essenciais tétm demonstrado que também sdo detentores de significativa acao

antimicrobiana (GUOLIN et al., 2005; MUSELLI et al., 2008; KOLODZIEJCZYK et al.,

2008).
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Figura 6: Estrutura quimica de monoterpenos de ocorréncia em 6leos essenciais.

Neste sentido, dentre as mais diversas possibilidades de utilizacdo terapéutica para as

plantas, a atividade antimicrobiana se configura numa das mais promissoras, tendo em vista a

diversidade de compostos com atividade antimicrobiana produzidos por elas, e levando em
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consideracdo a aquisi¢do de resisténcia de bactérias patogénicas pelos antibidticos em uso
atualmente (ANTUNES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Na década de 70, o uso indiscriminado de antimicrobianos provocou um processo de
aceleracdo do aparecimento de cepas bacterianas resistentes a estes compostos, especialmente
nos ambientes hospitalares (LINARES-RODRIGUES e MARTINEZ-MENENDEZ, 2005;
WAGENLEHNER, WEIDNER e NABER, 2005). O aumento da resisténcia bacteriana
demandou o desenvolvimento de novos e mais potentes agentes antimicrobianos, assim como
o incremento da pesquisa na drea dos mecanismos da resisténcia bacteriana. Faz-se necessario
um melhor entendimento dos mecanismos de disseminacao da resisténcia bacteriana frente a
agentes antimicrobianos a fim de controlar o problema (SADER et al., 2001).

As pesquisas que visam a descoberta de novos compostos estdo bem consolidadas, e
muitos trabalhos t€ém confirmado que as plantas possuem a capacidade de eliminar bactérias
patogénicas (bactericida) e/ou de inibir seu crescimento (bacterioestdtico), dessa maneira,
podem ser utilizadas como medicamento contra microrganismos patégenos, sendo assim uteis
no combate a tdo importante agravo da histéria humana (CEBALLOS et al., 1993; COWAN,
1999; XU e LEE, 2001; NOVAIS et al., 2003; PESSINI et al., 2003; DUARTE et al., 2004;
LIMA et al., 2006).

1.3 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae é amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, possui centros de diversidade na América tropical e Austrdlia, com poucas espécies
de ocorréncia nas regides temperadas. Esta familia é composta por aproximadamente 100
géneros e 3500 espécies (BARROSO, 1984), e tem sido citada em diversos estudos floristicos
e fitossociologicos realizados em diferentes formagdes florestais do Brasil, destacando-a
como uma importante familia das comunidades neotropicais. A familia, em sua maioria,
compde formagdes vegetais em dreas de cerrado (MORRI et al., 1983; RODRIGUES et al.,
1989; PEIXOTO e GENTRY, 1990; FABRIS e CESAR, 1996; DORNELES e
WAECHETER, 2004; MORAIS e LOMBARDI, 2006; KUNZ et al., 2008).

A mais recente classificacdo infrafamilia foi proposta no ano de 2005 e reconhece
duas subfamilias, sendo elas Myrtoideae e Psiloxyloideae, e cerca de 17 tribos. As espécies

brasileiras estdo incluidas na Tribo Myrteae (WILSON et al., 2005). No Brasil, a familia
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Myrtaceae estd representada por cerca de 1000 espécies, o que a torna uma das mais
importantes do pais. Os géneros mais representativos dessa familia, ou seja, aqueles com
maior nimero de espécies conhecidas sdo Eugenia, Myrcia e Calyptranthes (BARROSO e
PERON, 1994; LANDRUM e KAWASAKI, 1997). Muitas espécies de Myrtaceae brasileiras
sdo conhecidas por numerosas espécies frutiferas, algumas exploradas comercialmente.
Geralmente ndo produzem madeiras valiosas, se restringindo ao fornecimento de lenha e para
a utilizacdo de pequenas pecas ou objetos de uso tradicional local (LANDRUM e
KAWASAKI, 1997; MARCHIORI e SOBRAL, 1997).

Na Amazonia encontram-se vdrias espécies da familia Myrtaceae, que sdo utilizadas
na medicina popular, como Psydium guajava L. (goiabeira), cujos frutos e, principalmente, as
folhas sdo ricos em taninos, tendo o cha de suas folhas e brotos uso muito difundido no meio
popular como antidiarréico (CRUZ, 1982). Faz parte também desta familia a Myrciaria
Jjaboticaba (jabuticabeira), que tem seus frutos comestiveis muito apreciados na confec¢do de
licores e vinhos medicinais, sendo igualmente empregada como antidiarréica e contra
inflamacdes de garganta (CRUZ, 1982). Também merece destaque a Eugenia uniflora
(pitanga), que apresenta compostos fendlicos com agdo antioxidante e algumas com acao
hipoglicemiante e antirreumadtica, também utilizadas em distirbios estomacais € como
antihipertensiva (HORA, 1944).

A familia Myrtaceae € produtora de varios compostos com grande potencial bioativo.
Limberger et al. (2004) avaliaram O6leos volateis de folhas frescas de vdrias espécies
pertencentes a familia Myrtaceae, de ocorréncia no sul do Brasil, e os resultados obtidos
permitiram aos autores concluirem que os diferentes 6leos essenciais apresentam atividade
antimicrobiana com diferentes graus de poténcia (LIMBERGER et al., 2004).

A investigacdo acerca da espécie Myrtus communis, pertencente a familia Myrtaceae,
obteve resultados significativos tanto para seus extratos como para seu Oleo essencial,
inibindo o crescimento de microrganismos com conhecida importancia médica como
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Serratia
marcescens (SALVAGNINI et al., 2008). Através da observacao de outros trabalhos fica clara
a capacidade dessa familia na produgdo de diversos metabdlitos secunddrios, e estes por sua
vez, a de inibirem o crescimento de diversos microrganismos patogénicos (DIJIPA, DELMEE
e QUETIN-LECLERCQ, 2000; NAKASHIMA et al., 2005; SERAFIN et al., 2007).

Os componentes quimicos produzidos por plantas pertencentes a familia Myrtaceae
caracteriza-se pela presenca de taninos, flavondides, triterpendides, cromenos, estilbendides e

outros. Muitos desses compostos sdo descritos como possuidores de propriedades
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antimicrobianas (COWAN, 1999; LIMBERGER et al., 2004; MENTZ, VENDRUSCOLO e
RATES, 2005). As espécies pertencentes especificamente ao género Myrcia também possuem
a capacidade de produzir uma grande quantidade de compostos, entre eles estdo flavondides,
sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esterdides. Esses metabdlitos podem ser
encontrados nos 6leos essenciais e extratos das folhas, flores e galhos da planta (CRUZ et al.,
2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004; LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al.,
2007).

A respeito dos metabdlitos produzidos pelo género Myrcia, o que se sabe é que
existem diferentes compostos produzidos por diferentes espécies de mesmo gé€nero, € que
fatores como quantidade de chuvas e composi¢do do solo sdo cruciais na presenga desses
compostos (LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Sabe-se também que alguns
desses compostos possuem atividades bioldgicas interessantes (CRUZ et al., 2003;
LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Como bom exemplo tem-se a espécie M.
myrtiflora, pertencente a este gé€nero, que teve comprovada sua atividade antimicrobiana
(CRUZ et al., 2007).

Outro exemplo da habilidade das plantas pertencentes a este género vegetal para
producdo de novos compostos com atividade bioldgica foi a caracterizacdo da myrciacitrina
(Fig. 7), obtida a partir dos extratos metandlicos de Myrcia multiflora. Esse composto
apresenta comprovada atividade hipoglicemiante (YOSHIKAWA, MATSUDA e NISHIDA,
2002).
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Figura 7: Estrutura quimica da myrciacitrina.



25

Portanto, a espécie objeto do presente estudo, M. guianensis (Fig. 8 e 9), conhecida
popularmente na regido norte do Brasil por pedra-ume-cad ou vassorinha, possui significativo
potencial para dar origem a novas substancias bioativas. Apesar disso, poucos sdao 0s
trabalhos relacionados especificamente a espécie em questdo, tanto do ponto de vista de sua

fitoquimica, quanto de sua bioprospeccao.

Figura 8: Ramo frutificado de M. guianensis. Figura 9: Ramo florido de M. guianensis.

1.4 FUNGOS: DIVERSIDADE E PRINCIPAIS CARACTERISTICAS

Os fungos sdo organismos heterotréficos que dependem de substdncias organicas
disponiveis no meio-ambiente para sua sobrevivéncia. Sdo seres eucariotos, podendo ser
hapldides, dipldides ou polipléides e possuem parede celular rigida constituida de amino-
acucares (quitina) (SILVA e COELHO, 2006). Esses organismos sdo conhecidos por serem
capazes de produzir uma grande quantidade de produtos importantes como: dcidos organicos,
farmacos e enzimas de interesse comercial, além de possuirem grande importancia ecoldgica

como agentes decompositores de matéria organica (MINAMI, 2003).

Os fungos podem ser encontrados no ar, no solo, na d4gua, nos vegetais € nos animais.
E do ponto de vista morfoldgico é conveniente distingui-los em leveduras e bolores, apesar
dessa distincao ndo ter valor taxondmico. As leveduras sdo geralmente unicelulares, de forma
esférica, eliptica ou filamentosa. O tamanho varia de 1 a 5 um de didmetro e de 5 a 30 um de
comprimento. Os bolores sdo constituidos por células multinucleadas, que formam tubos
chamados hifas; ao conjunto de hifas dd-se o nome de micélio, podendo essas hifas ser

septadas e continuas (ALTERTHUM, 2001).
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A grande maioria dos fungos possui ciclo de vida hapldide. A fase diploide €
bastante rapida, pois assim que os nucleos se fundem e ddo origem ao nucleo dipléide, ocorre
a meiose e a volta ao estado hapléide. A principal via de disseminacdo dos fungos € através
dos esporos, podendo ter origem sexuada ou assexuada, e por isso esse componente possui

grande importancia para esse reino (ALTERTHUM, 2001).

O assim denominado reino Fungi estd organizado em cinco filos, sendo eles:
Chytridiomicota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e Deuteromycota (SILVA e

COELHO, 2006).

O filo Chytridiomicota é composto por fungos mais simples, com pequenas
dimensdes, hifas ndo septadas ou cenocitica e com presenga de esporos flagelados. Possui
uma Unica classe, Chytridiomycetes, e seus representantes podem possuir a forma de um talo
globoso ou ovoéide, com uma tunica hifa alongada ou, um micélio bem desenvolvido. Estdo
presentes geralmente em ambientes aqudticos dulcicolas, marinhos ou salobros

(LOGUERCIO-LEITE, 2004).

O filo Zygomycota possui duas classes, a dos Zygomycetes e Trichomycetes. Sdo
fungos que ndo apresentam flagelos em seus esporos e podem apresentar septos em alguns
representantes. Sua reproducdo pode ocorrer sexuadamente pela produciao dos zigdsporos, e
assexuadamente, com a producdo de esporos denominados esporangidsporos, esses

produzidos no interior dos esporangios (ALTERTHUM, 2001; LOGUERCIO-LEITE, 2004).

O filo Ascomycota é o que tem maior nimero de espécies conhecidas até entdo, e
justamente por conta de sua ampla diversidade, ainda ndo existe uma delimitacdo mais precisa
das suas categorias taxondmicas superiores. Possuem hifas septadas e sua principal
caracteristica € a presenga do asco, estrutura em forma de bolsa, no interior do qual sdo
produzidos os ascdsporos, esporos sexuados com forma, nimero e cor varidveis para cada
uma das mais de trinta mil espécies que formam esse filo (ALTERTHUM, 2001;
LOGUERCIO-LEITE, 2004).

No filo Basidiomycota, a maioria das espécies produz estruturas protetoras
macroscopicas denominadas de basidio, e essa caracteristica permite denomind-los de
macromicetes. SAo encontrados geralmente em ambientes terrestes, com poucas espécies
aquéticas. Sua reproducdo pode ser assexuada por meio de brotacdo, fragmentacdo e pela
producdo de conidios, e sexuada pela producdo de basidiésporos (LOGUERCIO-LEITE,
2004).
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O filo Deuteromycota ¢ formado por fungos que possuem hifas septadas, que se
reproduzem por hifas modificadas que formam os conidios, e esses, por sua vez, dio origem
aos conididéforos, esporos resposaveis pelos processos de reprodugdo e resisténcia desse grupo

de fungos (SILVA e COELHO, 2006).

1.5 ENDOFITICOS E SUAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Os primeiros relatos da presenca de microrganismos endofiticos no interior de
tecidos de plantas datam do final do século XIX (MUNDT e HINKLE, 1976). Em 1898 foi
detectado um fungo endofitico em sementes de Lolium temulentum L., e esta descoberta
desencadeou uma série de estudos, por varios pesquisadores da época, sobre novos fungos,
principalmente ascomicetos, vivendo no interior de gramineas sem, contudo, causar qualquer
dano aparente (WHITE JR, MARTIN e CABRAL, 1996). Trabalhos mais direcionados ao
tema comecaram a aparecer em numero consideravel a partir de 1940, com muitos relatos
sobre microrganismos isolados de tecidos vegetais sadios. As investiga¢cdes aumentaram
consideravelmente no final da década de 70, com a verificacdo de que esses microrganismos
endofiticos apresentam interagdes simbidticas com o hospedeiro, protegendo as plantas que os
albergam contra o ataque de insetos, de doencas e de mamiferos herbivoros (AZEVEDO,
1999).

Na década de 90, as pesquisas focaram nos efeitos benéficos que a aplicacdo dos
fungos endofitos poderiam gerar nas plantas, como por exemplo, o aumento da producdo de
graos e a reducdo da severidade de varias doencas. Estudos também versaram sobre a
diversidade de plantas servindo como reservatério de material genético, abrigando
microrganismos endofiticos (CLAY, MARKS e CHEPLICK, 1993; McINROY e
KLOEPPER, 1995).

O melhor conhecimento desses microrganismos e uma melhor compreensao de sua
interrelacdio com seu hospedeiro tem permitido um aperfeicoamento em seu conceito,
primeiramente podia-se adotar que fungos endofiticos sdo aqueles que podem ser isolados de
material vegetal desinfestado superficialmente, e que nao causam danos a planta (PETRINI,
1991). Também como microrganismos que habitam, a0 menos em um periodo de seus ciclos
de vida, o interior dos tecidos vegetais sem causar danos ou produzir estruturas externas

(AZEVEDO et al., 2000).
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Foram citados também como aqueles microrganismos detectados em um momento
particular, associados a tecidos da planta hospedeira aparentemente sauddvel (SCHULZ e
BOYLE, 2005), ou

Uma definicdo mais recente, proposta por Azevedo e Aratjo (2007) € aquela que
chama de microrganismos endofiticos todos aqueles que podem ou nao crescer em meios de
cultura, ou seja, cultivdveis ou ndo, e que habitam o interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem
causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais
(AZEVEDO e ARAUJO, 2007). Dessa maneira, podem estar incluidos como microrganismos
endofiticos colonizadores com comportamento neutro ou simbionte, e ainda aqueles que
transitam colonizando ora de forma endofitica ora de forma epifitica (AZEVEDO, 1999).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos de uma planta a outra de duas
maneiras. A primeira chamada de transmissao vertical € aquela em que esses microrganismos,
presentes na planta-mae, sdo transmitidos via semente, vivendo dessa forma, todo o seu ciclo
de vida dentro da planta. A segunda € denominada de transmissdo horizontal em que os
fungos endofiticos sao passados de uma planta a outra através da raiz, das folhas, através dos
estdmatos, ou por qualquer lesao existente na planta (AHLHOLM et al., 2002).

O que determina se um fungo € endofitico ou fitopatogénico € justamente o seu
comportamento apds a infec¢cdo, ou seja, que conseqiiéncias esse microrganismo trard para a
espécie hospedeira. Em resumo, os fitopatogénicos ao entrar em contato com o hospedeiro,
germinam com formacdo do apressorio, liberam enzimas que degradam a parede celular e a
planta tenta se defender com a produg¢ado de proteinas de resisténcia (Fig. 10). Enquanto que o
fungo endofitico, germina fora da célula vegetal, logo ap6s o contato com a planta ocorre um
reconhecimento e uma reprogramacdo da planta hospedeira para facilitar a entrada do
enddfito e finalmente o estabelecimento de uma relagdo simbidtica com a planta (KOGEL,

FRANKEN e HUCKELHOVEN, 2006).
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Figura 10: Comparacdo entre a infec¢do de um fungo endofitico e de um fitopatégeno.
Adaptado de KOGEL, FRANKEN e HUCKELHOVEN, 2006.

A estrita relacdo entre microrganismos endofiticos e seus hospedeiros faz com que
sejam candidatos naturais a serem usados como agentes de controle de doencas. Por ocuparem
um nicho ecolégico semelhante aqueles ocupados por patégenos, 0Ss microrganismos
endofiticos apresentam potencial para o controle biolégico (HALLMANN et al., 1997).

Os endofiticos sdo reconhecidamente tteis na agricultura e na industria, sobretudo na
alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para introdu¢do de novos
genes de interesse em plantas (FAHEY, 1988; MURRAY, LATCH e SCOTT, 1992), como
agentes inibidores de pragas e patdgenos (VOLKSCH, ULLRICH e FRITSCHE, 1992;
HALLMANN e SIKORA, 1996) e como fontes de metabdlitos primérios (STAMFORD,
ARAUJO e STANFORD, 1998) e secunddrios de interesse, tais como o taxol, poderoso
anticancerigeno (Fig. 11)(STIERLE, STROBEL e STIERLE, 1993; WANG et al., 2002; SU
et al., 2000), a cryptocandina, lipopeptideo antimicético (Fig. 12) (STROBEL, et al., 2004) e
diversos outros antibidticos (LU et al., 2000; BRADY, BONDI e CLARDY, 2001;
HOFFMAN et al., 2008; YU et al., 2010).
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Figura 12: Estrutura quimica da cryptocandina.
Os fungos endofiticos se configuram como uma rica fonte de novas substincias

bioativas, com potencialidades totalmente desconhecidas e que podem beneficiar
principalmente a industria farmacéutica, alimenticia e cosmética (BASHYAL et al., 2005;
GUNATILAKA, 2006). Dessa forma, a busca por fungos endofiticos encontra-se motivada
porque hoje se sabe que esses microrganismos possuem a capacidade de conferir maior
resisténcia a planta contra herbivoria (CLAY, MARKS e CHEPLICK, 1993), podem também
conferir maior tolerancia a seca para a planta hospedeira (WHITE JR. et al., 2002), aumentar
o crescimento de raiz, producdo de sementes e germinacdo (VILA-AIUB, GUNDEL e
GERSA, 2005), bem como produzir substancias bioativas como fitohorménios (YUE et al.,
2000) e assim aumentar a competitividade do hospedeiro na natureza (TAN e ZOU, 2001).
Todas essas possibilidades s6 existem porque fungos endofiticos podem produzir
metabolitos ativos que podem ser utilizados tanto pelos fungos quanto pela prépria planta
hospedeira. Como resultado direto dessas fun¢des que os metabdlitos secunddrios bioativos
exercem na natureza, ou por assim dizer, na espécie hospedeira, eles podem apresentar

aplicacdes na medicina, na agricultura e na indistria (STROBEL, 2002; DING et al., 2008;



31

EBEL et al., 2008; DEBBAB et al., 2009). Essas substiancias podem apresentar atividade
antibacteriana (BRADY, BONDI e CLARDY, 2001; MA et al., 2004), citotoxicidade contra
células tumorais (WANG et al., 2002; BASHYAL et al., 2005), atividade antimalarica
(ISAKA et al., 2001) e atividade antifingica (BRADY e CLARDY, 2000).

Alguns trabalhos mostram que vérios fungos associados a plantas, como os
pertencentes aos géneros Aspergillus, Nocardiopsis, Phomops, Fusarium e Colletotrichum,
sao produtores de enzimas de interesse comercial como amilases, lipases, celulases e
proteases (STAMFORD, ARAUJO e STAMFORD, 1998; MOREIRA et al., 1999; MAIA et
al., 1999; CARVALHO et al., 2005; SILVA et al., 2006). A capacidade de produzir enzimas
deixa claro que esses fungos possuem um grande potencial de exploracdo, sobretudo pelas
inddstrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos. Outra importante capacidade
conferida a fungos endofiticos é a de biotransformacao. Trabalhos relacionados a este tema
mostraram que espécies do género Phomops, Colletotrichum, Penicillium podem ser
utilizadas como biotransformadoras em diversos processos (VERZA et al., 2009; ZANOTTO
et al., 2009).

As possibilidades biotecnoldgicas dos fungos endofiticos parecem estar totalmente
ligadas a sua interrelagdo com a planta hospedeira, uma vez que esses microrganismos podem
produzir compostos de importéncia ecoldgica para as espécies vegetais. E o caso da producio
de alcaldides, observado no trabalho de Tan et al. (2008). Neste recente trabalho foi relatado
que a espécie de Penicillium sp. IFB-E022, isolada de Quercus variabilis é capaz de produzir

penicidonas (Fig. 13), alcaléides com potencialidades farmacolégicas (TAN et al., 2008).
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Figura 13: Estrutura quimica da penicidona A, B e C.
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A sintese de alcaldides por fungos ndo € nenhuma novidade, mas as diversas
aplicabilidades que essa classe de compostos possui torna tal informagdo importante,
principalnente para a biotecnologia na obtencdo de novos farmacos (PANACCIONE,;
SCHARDL e COYLE, 2006; TAN et al., 2008).

Com todas as potencialidades biotecnolédgicas, o estudo de fungos endofiticos no
Brasil e, principalmente, na Amazonia necessita que os especialistas das dreas de taxonomia
de fungos, geneticistas, ecologistas e quimicos de produtos naturais trabalhem em conjunto no
intuito de desenvolver estratégias mais eficientes, tanto de isolamento de fungos endofiticos,

quanto de obten¢do dos seus metabdlitos de interesse.
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1.6 ANTIMICROBIANOS OBTIDOS DE FUNGOS ENDOFITICOS

Em se tratando especificamente da obtencdo de compostos com atividade
antimicrobiana, os fungos endofiticos tém se mostrado fontes promissoras devido estarem
presentes nos mesmos microhabitats de patégenos de plantas, o que lhes possibilitou ao longo
dos anos, em funcdo da competicdo com esses patégenos, a producao de compostos com essa
bioatividade. Esses compostos mostram-se capazes de inibir o crescimento tanto de bactérias
quanto de fungos, sejam eles patogénicos ao homem ou fitopatégenos. E importante ressaltar
que a possibilidade de se obter um composto antimicrobiano torna-se vidvel, devido a
diversidade de espécies de microrganismos presentes nas plantas. E justamente essa
interrelacdo fungo-planta que lhes possibilita a sintese dessa gama tdo diversa de substancias
(ZOU et al., 2000; STROBEL e EZRA, 2003; STROBEL et al., 2003; STROBEL e DAISY,
2003; TAN et al., 2004; ARAUIJO et al., 2005).

Um exemplo de moléculas antimicrobianas s@o as periconicinas A e B (Fig. 14),
diterpenos obtidos a partir de um fungo endofitico isolado da espécie Taxus cuspidata. Esse
fungo pertence ao género Periconia (Periconia sp.), o que reforca a idéia de que esses
microrganismos endofiticos fazem parte de uma enorme diversidade de espécies, que podem

ser utilizadas na obten¢do de antibidticos (KIM et al., 2004).

(e

A

Figura 14: Estrutura quimica da periconicinas A e B.

Nos ultimos anos, alguns trabalhos t€ém refor¢ado a idéia de que fungos endofiticos
sdo uma fonte verdadeiramente valiosa para a obtencdo de compostos antimicrobianos,
sobretudo porque estes podem ter significativa aplicabilidade nao somente na medicina, mas
também na agricultura no combate a fitopatdgenos (HERTWECK et al., 2010; YU et al.,
2010).
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A maioria dos fungos endofiticos produtores de compostos antimicrobianos foram
isolados de espécies vegetais conhecidas como plantas medicinais, o que indica que a escolha
da espécie vegetal hospedeira € um fator relevante, e que deve ser levado em conta quando o
objetivo do trabalho € a obtengcdo de compostos com esse tipo de bioatividade (YU et al.,
2010). A Tabela 1 ilustra algumas das substancias isoladas, identificadas e com atividade

antimicrobiana comprovada obtidas de fungos endofiticos nos tltimos cinco anos.

Tabela 1: Plantas das quais foram isolados fungos endofiticos e as substincias com atividade antimicrobiana por
eles produzidas.

Fungo endofitico
Hospedeira Substancia Frente
(Referéncia )

- Cynodon dactylon - Aspergillus sp - Acido helvélico
- Helicobacter pylori
(TAN et al., 2005) - Monometilsulocrina
- Phomopsis - Candida albicans
- Nio foi descrita - Cerulenina
(ANKE et al., 2007) - Cryptococcus neoformans
- Cladosporium sp. - C. albicans
- Quercus variabilis - Brefeldina A
(CHENG et al., 2007) - Aspergillus niger
- Urospermum - Ampelomyces sp. - Staphylococcus epidermidis
- Altersolanol A
picroides (EBEL et al., 2008) - Enterococcus faecalis
- Phoma pinodella
- Saurauia
(HOFFMAN et al., 2008) - Phomodiona - S. aureus
scaberrinae

- Pestalotiopsis fici
- Nio foi descrita - Pestalofona C - A. fumigatus
(CHE et al., 2009)

- Bidens pilosa - Botryosphaeria rhodina
- Botriorodina A - A. terreus
(HERTWECK et al., 2010)

O metabolismo secundario dos fungos permite a sintese de algumas classes de
compostos de interresse. Em se tratando especificamente de fungos endofiticos, o ambiente
desses microrganismos, ou seja, os tecidos da planta hospedeira, possibilita “matéria prima”
para a producdo de substancias de interesse para a biotecnologia. Dentre as classes de

compostos produzidos por fungos endofiticos estdo alcaléides (WICKLOW et al., 2005; GAO
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et al., 2009), quinonas (AKIMENKO e MEDENTSEV, 1998) e terpendides (ARAUJO, et al.,
2006), alguns desses com significativa atividade antimicrobiana.

Espécies vegetais Amazdnicas t€ém se mostrado boas fontes de fungos endofiticos,
sendo que alguns trabalhos demonstraram que esses microrganismos amazonicos, produzem
compostos com atividade bioldgica de interesse, como atividade antimicrobiana frente a cepas
patogénicas ou como controle biolégico de doencas (SOUZA et al., 2004; HANADA. et al.,
2010). Ainda sdo poucos os trabalhos com esse tema direcionados a espécies pertencentes a
familia Myrtaceae, apesar dessa familia possuir numerosas espécies por todo o Brasil e muitas
dessas presentes na Amazonia Brasileira (LANDRUM e KAWASAKI, 1997; MARCHIORI e
SOBRAL, 1997).

Dessa forma, esse tipo de investigacdo além de contribuir com a elucidag¢ao de novos
compostos para a industria farmacéutica, o que ja confere a ela um papel importante, pode
também ajudar no desenvolvimento de setores como a agroindustria, pela descoberta de novas
substancias que combatam pragas, tais como bactérias e fungos fitopatogénicos. Enfim, o
conhecimento acerca das reais potencialidades dos fungos endofiticos isolados de Myrcia
guianensis torna-se importante na proposta em questdo, uma vez que existe todo um

arcabouco de possibilidades a serem investigadas.
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2. JUSTIFICATIVA

A biodiversidade amazdnica vem, ao longo dos anos, sofrendo com a implementacao
de préticas exploratérias nada sustentdveis como desmatamento e/ou queimadas, para
exploracdo da madeira, de minérios, para a criacdo de gado, para construcao de rodovias ou
de hidroelétricas. Fato é que esse modo de exploracdo reduz de forma significativa a riqueza
bioldgica da regido amazonica. Sendo assim, torna-se fundamental a manutengdo das espécies
vegetais amazoOnicas através da implementacdo de praticas exploratdrias sustentdveis, e a
comprovagdo de que grande parte de sua riqueza estd sendo destruida de forma leviana e
inconseqiiente. Assim, busca-se nesse trabalho a comprovacdo de que em uma determinada
espécie da savana amazonica, Myrcia guianensis, estdo guardados em sua carga genética, ou
na sua interrelacdo com seus fungos endofiticos, informacdes importantes do ponto de vista
cientifico, tecnoldgico e econdmico.

A espécie vegetal em questdo pode ndo sé ser a geradora de um produto de interesse,
um composto com atividade antimicrobiana, como também pode albergar microrganismos de
grande interesse biotecnolégico, como fungos endofiticos. Logo, fica clara a necessidade de
um melhor entendimento dos fitoconstituintes da planta, de suas possibilidades farmacé€uticas
e/ou industriais, assim como a elucidacdo de questdes da sua ecologia, como, por exemplo, a
interacdo com seus fungos endofiticos.

A interacdo endoéfito/planta ainda ndo € muito clara para essa espécie vegetal, ou para
a grande maioria de espécies tropicais brasileiras. Sendo assim, esse trabalho visa contribuir
para o entendimento da relagdo fungo/planta das espécies amazonicas. O simples fato de ndo
se conhecer os detalhes da interacdo fungo/planta para essa espécie vegetal, ja seria
justificativa suficiente para a realizagdo desse trabalho, tamanha a importancia ecoldgica da
espécie em questdo. Além disso, o estudo dos fungos endofiticos dessa espécie pode levar a
outras aplicagdes biotecnoldgicas, como a producdo de enzimas e a utilizacdo dos fungos na
biotransformacdo de moléculas bioativas. O trabalho também pode contribuir para a
comprovacdo da riqueza de espécies que formam a biodiversidade amazonica, haja vista que
ndo estd descartada a possibilidade de se obter fungos endofiticos de espécies ainda ndo
descritas. Dessa forma, essa pesquisa se propds como uma perspectiva cientifica para
entender a relacdo planta microrganismos de espécies amazonicas e prospectar potenciais

moléculas bioativas
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os metabdlitos secunddrios, com €nfase na atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais e extratos das folhas de Myrcia guianensis, assim como os extratos dos

fungos endofiticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Obter os extratos etandlico, metandlico, hexanico e acetato de etila das folhas

de M. guianensis e determinar a atividade antimicrobiana;

° Obter o 6leo essencial das folhas de M. guianensis e determinar a atividade

bactericida e/ou fungicida;

° Isolar e analisar a diversidade dos fungos endofiticos presentes no caule, folha

e raiz de M. guianensis;

° Testar a atividade bactericida e fungicida dos metabdlitos secundérios obtidos

dos fungos endofiticos isolados;

° Determinar a Dose Minima Inibitéria e Dose Minima Bactericida e/ou

Fungicida dos metabdlitos secundarios obtidos dos fungos endofiticos isolados;

o Iniciar a identificacdo das substincias com atividade antimicrobiana, isolada

dos metabdlitos dos fungos endofiticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As coletas foram realizadas em uma area de savana amazOnica, localizada na
comunidade de Sdo Pedro no Municipio de Santarém no Estado do Parid. No momento da
coleta foram produzidas exsicatas das partes aéreas da planta para confirmacdo da espécie,
assim como foram obtidas as coordenadas geograficas: latitude 02°32°08.9°’S e longitude
54°54°23,9°W, com altitude aproximada de 19 metros em rela¢do ao nivel do mar (Fig. 15).

A identificag¢do da planta foi realizada no Herbario do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazonia) onde ficou depositada uma exsicata cédigo n® 181913, e também no Herbdrio

da Universidade Federal do Oeste do Pard - Campus de Santarém, sob a responsabilidade da

Professora MSc. Chieno Shuemitsu.

Figura 15: Localizagdo da area da coleta da planta. Comunidade de Sdo Pedro, em baixo, a esquerda. Cidade de
Santarém, em cima, a direita.
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A coleta das partes da planta, tanto para obtencdo dos extratos e do 6leo essencial,
quanto para o isolamento dos fungos, foi feita no periodo chuvoso amazonico, no més de
fevereiro. Foram selecionadas, para isso, trés espécimes de M. guianensis. No ato da coleta
(Fig. 16), o material vegetal colhido para isolamento dos endofiticos (raiz, caule e folha) foi
limpo com 4gua destilada autoclavada, armazenado em sacos pldsticos estéreis, mantido a
temperatura de aproximadamente 6°C e identificados com data e hora da coleta. O material
colhido para obtencdo dos extratos e do 6leo essencial foi acondicionado em sacos plasticos e
também identificados com local e data de coleta. O material coletado para o isolamento dos
fungos endofiticos foi transportado para o laboratério de Biorgéanica do Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazodnia, da Escola Superior de

Ciéncias da Saude da Universidade do Estado do Amazonas (UEA), em Manaus.

Figura 16: Planta M. guianensis, coletada na comunidade Sdo Pedro,
Santarém-PA.

O material vegetal coletado para obtencdo dos extratos e 6leo essencial foi levado ao
Laboratério de Bioprospecgdo e Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do
Pard, em Santarém. Foram colhidos aproximadamente 1,42 kg das partes aéreas da planta.
ApOs a retirada de pequenos galhos e folhas inadequadas para a extragdo, o material vegetal
resultou em 1,38 kg. Essas folhas foram secas em estufa a 38°C durante 3 dias. Foram entdo
transportadas até o Laboratério de Biorginica do Programa de P6ds-Graduacdo em

Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia, da Escola Superior de Ciéncias da Satde da
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Universidade do Estado do Amazonas (UEA), em Manaus, onde foram moidas em moinho de

facas e armazenadas para as extracdes.

4.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS DA PLANTA

O processo de extracdo do Oleo essencial foi realizado no Laboratério de Quimica
Organica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em Manaus, e para isso foram
pesadas 300 g das folhas previamente selecionadas, secas e trituradas. Esse material vegetal
passou entdo por processo de hidrodestilacdo na propor¢do 1:10 (p/v), processo que consiste
em evaporar uma mistura de vapor-d‘agua e componentes voldteis presentes na matéria-prima
vegetal, utilizando-se para isso aparelho do tipo Clevenger (MECHKOVSKI e AKERELE,
2002). O dleo essencial obtido foi, entdo, armazenado em temperatura de aproximadamente
4°C até a realizagado dos testes de atividade antimicrobiana.

Foram pesados 250 g do pé da planta, para cada um dos solventes utilizados na
extracdo. Foram, entdo, transferidos a um vidro de extracdo ambar e em seguida adicionou-se
o solvente na propor¢ao de 1:3 p/v, dando inicio assim ao processo de maceragdo. Depois de 3
dias, o sobrenadante foi filtrado para um frasco ambar utilizando-se funil e papel filtro
(Watman), obtendo-se dessa forma um extrato limpido. O processo de preparo dos extratos

brutos das folhas de M. guianensis esta representado esquematicamente na Figura 17.
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Folhas secas e moidas de
M. guianensis
(1000g)

Maceraciao Maceraciao Maceracao Maceracao
em em em em
etanol hexano AcoEt MeOH
Rotaevaporador
48°C

Dessecador
Extrato Extrato Extrato Extrato
etandlico hexénico AcoEt MeOH

Figura 17: Fluxograma de obten¢do dos extratos da planta.

O filtrado foi submetido ao evaporador rotativo com pressdo reduzida em
temperatura de aproximadamente 48°C para evaporacdo do solvente, resultando em um
extrato bruto viscoso. Os extratos foram transferidos para um tubo de penicilina e levados ao
dessecador para secagem completa. Entdo, foram armazenados em temperatura de

aproximadamente 4°C até a realizac@o dos testes para avaliagdo da atividade antimicrobiana.

4.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

4.3.1 Desinfeccao Superficial

Para o inicio do isolamento foi necessdrio eliminar a comunidade microbioana
externa, mantendo vidvel a comunidade interna do material vegetal. As amostras vegetais
coletadas foram lavadas em 4gua corrente com detergente neutro, cortadas em fragmentos de
10 a 12 cm e submetidas a uma seqiiéncia de submersdes em diferentes solu¢des na seguinte

ordem e tempo:
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Para as folhas - dlcool a 70% por 1 minuto; hipoclorito de s6dio 3% por 2,5 minutos;
novamente dlcool a 70% por 30 segundos; e dgua destilada estéril por 2 minutos.

Para raiz e caule - dlcool a 70% por 1 minuto; hipoclorito de sédio 4% por 3
minutos; dlcool a 70% por 30 segundos; e dgua destilada estéril por 2 minutos. Os fragmentos
de raiz e caule foram ainda divididos em partes interna e externa para posterior inoculagdo.
Como contra-prova de esterilizacdo superficial foram semeadas em meio dgar-batata-dextrose
(BDA), aliquotas de dgua (50 uL) da dltima lavagem dos fragmentos vegetais, sendo

submetidas a uma temperatura de 18°C por 15 dias (ARAUJO et al., 2002).

4.3.2 Inoculacao dos Fragmentos Vegetais

Apé6s a desinfeccdo superficial, o material vegetal foi cortado em pequenos
fragmentos de aproximadamente 6 mm® e inoculados em placas de Petri contendo meio BDA
estéreo, acrescido de antibidtico amoxicilina 0,5 g/L, 9 fragmentos em cada placa.

As placas contendo os fragmentos foram mantidas em incubadora sob temperatura de
18°C por 15 dias. Nesse periodo, os fungos que apresentavam crescimento foram isolados
para placas de Petri contendo meio de cultura BDA. A seguir, os fragmentos foram mantidos
por mais 15 dias sob 26°C, e durante esse periodo também foram isolados novos fungos,
conforme observacio macroscépica do crescimento dos fungos (ARAUJO et al., 2002).

A taxa de coloniza¢do fungica foi observada por avaliagdo macroscépica dos

microrganismos isolados, considerando:

N° de fragmentos vegetais com crescimento fiingico
TC =

N° total de fragmentos vegetais

Em que TC € a taxa de colonizacao fungica e esta € obtida pela razao entre o nimero
de fragmentos vegetais com crescimento fiingico e o nimero total de fragmentos vegetais

plaqueados.

4.3.3 Purificacao e Conservacao dos Fungos Endofiticos
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A técnica de purificacdo foi realizada com a obtencdo de fragmentos do meio sélido
contendo as hifas das linhagens com aproximadamente 4x4 mm e semeio em tubo de ensaio
com meio BDA inclinado, com auxilio de uma alca de platina. O meio utilizado para
purificagdo foi o mesmo que foi utilizado na inoculacdo inicial, para permitir a manutengao
das caracteristicas de cada fungo (ARAIjJO et al., 2002). Nessa etapa do trabalho foram
obsservadas as caracteristicas macromorfoldgicas dos fungos isolados, o que possibilitou
agrupa-los preliminarmente.

Dos fungos crescidos em tubos com meio de cultura inclinado, foram retirados
fragmentos do meio contendo a coldnia isolada e inoculados em placa de Petri contendo o
mesmo meio de cultura, colocando trés fragmentos em cada placa. Dessa forma, foi possivel
identificar as caracteristicas de crescimento de cada fungo (ARAUJO et al., 2002).

Os fungos endofiticos isolados foram, a partir dai, conservados utilizando-se os
métodos: de tubo com meio de cultura inclinado submerso em 6leo mineral; método de
Castellani (1939), no qual o fragmento da coldnia com meio € colocado em dgua estéril dentro
de frascos fechados; em microtubo tipo eppendorf de 2 mL contendo glicerol 15%; e em placa
de Petri pequena contendo meio BDA. Os tubos, frascos e placas com os isolados foram
identificados com o c6digo da colecdo e data de armazenamento, e mantidos a 4°C e/ou em

temperatura ambiente, de aproximadamente 25°C.

4.4 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS

Os isolados foram parcialmente identificados taxonomicamente por morfologia
(Taxonomia cléssica). A primeira parte da identificacdo dos fungos foi feita por meio da
andlise macroscdpica das caracteristicas dos fungos, e a segunda pela andlise microscépica
das estruturas reprodutivas, estruturas de resisténcia ou morfologia das hifas, a partir de
microcultivo.

Foram consideradas caracteristicas das culturas: cor, textura, topografia, pigmento
difuso, cor do verso da coldnia e topografia do verso da colonia. Foi retirado um fragmento da
colonia isolada e colocado em uma lamina previamente esterilizada em autoclave para
realizacdo do microcultivo. As estruturas foram coradas com lactofenol blue cotton e
observadas ao microscépio Optico em um aumento de 400x. Foram observadas as septacdes
das hifas, cor, esporos, presenca de estrutura de resisténcia e ramificagoes (ARA(JJO et al.,

2002).
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4.5 OBTENCAO DOS METABOLITOS DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para obtencdo dos meios metabdlicos dos fungos endofiticos, os isolados foram
previamente selecionados de forma que no minimo 20% dos morfotipos de cada grupo
morfoldgico foram inoculados. Inoculou-se um fragmento de aproximadamente 5x5 mm, em
triplicata, em frascos erlenmeyer de 50 mL com 10 mL de meio liquido batata-dextrose (BD),
acrescido de 0,2% de extrato de levedura sob condig¢des estéreis (SOUZA et al., 2004). Os
frascos foram incubados em incubadora tipo shaker de 8 até 11 dias, sob temperatura de
aproximadamente 28°C e agitagdo de 120 rpm. Apds o cultivo, o0 meio metabdlico foi
primeiramente filtrado a vacuo em funil de Buchner para separacdo do micélio, seguindo-se
filtragdo em membrana milipore 22 pum. O meio liquido foi, entdo, armazenado em
temperatura de aproximadamente 4°C para posterior utilizagdo nos testes biolégicos. Todos os
morfotipos selecionados, espécime de origem, tecido, grupo morfolégico e tempo de cultivo

estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Linhagens de fungos endofiticos selecionadas para cultivo e obten¢do do meio liquido metabdlico.

N© LINHAGEN ESPECIME TECIDO DE GRUI”O TEMPO DE
DE ORIGEM ORIGEM MORFOLOGICO* CULTIVO (DIAS)
1 MgF22.3 2 Folha Gl 8
2 MgR22.2 2 Raiz (Cortex) Gl1 8
3 Mg F1 3.3 1 Folha Gl 8
4 MgF3 3.3 3 Folha Gl 8
5 MgC13.3 1 Caule (Cortex) Gl1 8
6 MgF3 3.1 3 Folha Gl 8
7 MgF23.3 2 Folha Gl 8
8 Mg CIl 1.1 1 Caule (Cértex) Gl1 8
9 MgF22.1 2 Folha Gl 8
10 MgF21.2 2 Folha Gl 8
11 Mg Ce2 2.3 2 Caule (Casca) Gl1 8
12 MgF32.1 3 Folha Gl 8
13 MgF21.3 2 Folha Gl 8
14 MgCe3 3.1 (A) 3 Caule (Casca) G2 8
15 Mg Cel 3.2 1 Caule (Casca) G2 8
16 Mg(C23.2 2 Caule (Cortex) G2 8
17 MgRel 1.1 1 Raiz G2 11
18 MgFl1 2.1 1 Folha G2 8
19 MgF33.1B) 3 Folha G2 8
20 MgF3.3.1(A) 3 Folha G2 8
21 MgF1.2.1 1 Folha G2 8
22 Mg Rel 3.2 1 Raiz (Casca) G3 11
23 Mg(C32.2 3 Caule (Cortex) G3 11
24 MgC2 2.1 2 Caule (Cortex) G3 8
25 MgRe2 1.1 2 Raiz (Casca) G3 8
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26 MgC12.3 Caule (Cortex) G4 8
27 MgF2 3.3 Folha G4 11
28 MgRe3 3.1 Raiz (Casca) G5 8
29 MgCe3 3.1 Caule (Casca) G5 8
30 MgCe2 2.1 Caule (Casca) G6 8
31 MgCe2 2.3B Caule (Casca) G6 8
32 MgR2.1.1 Raiz (Cortex) G7 8
33 MgRe2 2.3 B Raiz (Casca) G7 8
34 MgF2 1.3 Folha G8 8
35 MgF12.2 Folha G8 8
36 MgC2 3.2 Caule (Cértex) G9 11
37 MgC22.3 Caule (Cortex) G9 8
38 MgRel 1.2 Raiz (Casca) G10 8
39 MgRel 3.2 Raiz (Casca) G10 8
40 MgC2 3.3 Caule (Cortex) G10 8
41 MgF2 2.1 Folha Gl1 8
42 MgCe 3 2.1 Caule (Casca) Gl11 11
43 MgRe3 1.1 Raiz (Casca) G12 8
44 MgF1 3.2 (A) Folha G12 8
45 MgF1 3.2 (B) Folha G13 8
46 MgF3 2.1 Folha Gl14 8

*Grupos morfolégicos definidos segundo suas caracteristicas macro e micromorfolégicas, descritas no item 4.4.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no LABGEMA (Laboratério

de Genética de Microrganismos da Amazonia) na Universidade Federal do Amazonas.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial, dos extratos da planta, do

meio metabdlico e dos extratos dos micélios fiingicos foi feita de acordo com o método de

difusdo em 4gar. Todos foram testados frente as cepas padrao de Staphylococcus aureus,
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Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas auriginosa, Candida albicans e
Penicillium avelani.

Para todos os testes foram preparadas suspensdes utilizando-se meio liquido Miiller-
Hinton para bactérias e Saboraud para fungos, no qual foram inoculados os microrganismos
em questdo. Essas misturas foram padronizadas na escala de MacFarland n° 3. Com auxilio
de alca de Drigalski, as suspensdes foram inoculadas por toda extensiao da placa que continha
os meios solidos especificos. Foram feitos pogos com 6 mm de didmetro no meio de cultura
de cada placa para adicionar 100 uL do meio metabdlico dos fungos, assim como os extratos
e o Oleo essencial da planta, previamente solubilizados em DMSO e 4gua.

Para os testes de bioatividade os extratos da planta foram pesados em microtubos
tipo eppendorf, sendo 3,0 mg e 5,0 mg de cada extrato, para serem solubilizados em DMSO e
dgua até alcancarem a concentra¢do de 2,0 mg/mL e 4,0 mg/mL, respectivamente. Para os
testes com o 6leo essencial, este foi solubilizado em Tween 80 a 10% na propor¢do de 1:10 e
1:20, para garantir a difusdao do dleo essencial pelo meio de cultura sélido. Para os testes
realizados utilizando-se meio metabdlico fungico, os mesmos foram testados na forma bruta,
ndo passando portanto por qualquer extracdo ou dilui¢do. Como controle negativo, todas as
linhagens foram testadas com o solvente em que os extratos e 6leo foram solubilizados. Como
controle positivo foram utilizados os antibidticos amoxicilina para as bactérias e cetoconazol
para os fungos na mesma concentracdo dos extratos. Todos os testes foram realizados em
triplicata, para que os dados coletados fossem analisados por testes estatisticos apropriados
para verificacdo da veracidade dos dados obtidos.

As placas foram incubadas em aerobiose por 24 e 48 horas sob temperatura de 28 a
30°C. Os resultados positivos foram caracterizados pela presenga de halo de inibi¢ao, ou seja,
pela notdria capacidade dos metabdlitos da planta ou dos fungos em inibir o crescimento dos
microrganismos teste. Os halos de inibicdo foram medidos com régua milimétrica e
considerados como resultado positivo apenas os halos maiores que 9 mm, presentes em

triplicata.

4.7 DETERMINACAO DA DOSE MINIMA INIBITORIA

A partir dos resultados positivos apresentados nos testes iniciais foi possivel, apds a
obtencdo dos extratos fingicos, determinar a Dose Minima Inibitéria (DMI), ou seja, a mais
baixa concentracdo de extrato capaz de inibir a multiplicacdo das bactérias e fungos. A DMI

foi avaliada pelo método de dilui¢do em placa de ELISA com 96 pogos.
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Foram aplicados 150 pL de meio de cultura liquido (concentragdo dobrada)
especifico para cada microrganismo teste em cada um dos pocos da 1* linha da placa de
ELISA. Em seguida, foram aplicados 150 uL do extrato fingico, homogenizados com o meio
de cultura e na sequéncia foi retirada uma aliquota de 150 puL para aplicagdo no poco
seguinte, e assim sucessivamente. Apos a preparacdo das diluicdes sucessivas, do poco A até
o poc¢o G (Fig. 18), foram inoculados 20 pL da suspen¢do contendo o microrganismo teste, do
poco A até o poco H que ndo continha o meio fermentado. Todos os testes foram realizados
em triplicata. Os pocos foram incubados a 32°C e apds 24 e 48 h, foi verificado se houve ou
ndo crescimento bacteriano ou fungico. O crescimento dos microrganismos € caracterizado
pela turbidez presente no meio de cultura. Dessa forma, foi possivel avaliar até que dilui¢dao

do extrato os microrganismos teste apresentavam susceptibilidade.
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Figura 18: Representacdo esquemadtica do teste para determina¢do da DMI. CON - controle negativo.

4.8 DETERMINACAO DA DOSE MINIMA BACTERICIDA

A Dose Minima Bactericida (DMB) foi determinada como a mais baixa concentragcdo
de extrato capaz de matar uma populacdo bacteriana ou fiingica, e foi obtida a partir dos
resultados positivos para a determinacdo da Dose Minima Inibitdria. Para realizacio dos testes
de DMB foi retirada, com al¢a de platina, uma aliquota da amostra que apresentava resultado

positivo para os testes de DMI, e inoculada em placas de Petri contendo meios de cultura
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especificos. As placas foram previamente identificadas de acordo com a diluicio do
extrato(Fig. 19) e incubadas em estufa a 32°C por 24h e 48h. A Dose Bactericida Minima foi
considerada a menor concentracdo dos extratos onde nao houve crescimento celular sobre a

superficie do meio de cultura inoculado (99,9% de morte bacteriana ou flingica).

Controle

1:128

1:64

S~

Figura 19: Representacdo esquematica do teste para determinagdo da DMB.

4.9 CARACTERIZACAO DOS METABOLITOS DOS FUNGOS ENDOFITICOS

4.9.1 Cultivo em Escala Preparativa

A linhagem fingica mais promissora foi selecionada para realizacdo de cultivo em
escala preparativa, a fim de se obter uma quantidade de extrato suficiente para o inicio da
identificacdo da(s) molécula(s) bioativa(s). Essa etapa foi realizada em duas condicdes
distintas: 1 e 2. Na condicao 1, 60 frascos erlenmeyer de 1000 mL contendo 300 mL de meio
liquido batata-dextrose (BD), acrescido de 0,2% de extrato de levedura sob condicdes estéreis
foram preparados, e nestes foram inoculados 5 fragmentos fingicos de aproximadamente 5x5
mm, em cada um dos erlenmeyer. O cultivo foi mantido em temperatura ambiente de

aproximadamente 24°C e em modo estatico por 17 dias (Fig. 20). Decorrido esse periodo, os
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meios metabolicos foram filtrados a vdcuo em funil de Buchner e papel Whaltman, para
separacao do micélio, o qual foi extraido com etanol PA, enquanto que o meio metabdlico foi

armazenado em frascos ambar para as etapas de extracdo.

Figura 20. Cultivo em Escala Preparativa (condicdo 1).

Na condicao 2, 75 frascos erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio liquido
batata-dextrose (BD), acrescido de 0,2% de extrato de levedura sob condi¢des estéreis foram
preparados, e nestes foram inoculados 3 fragmentos flingicos de aproximadamente 5x5 mm,
em cada um dos erlenmeyers. O inéculo foi cultivado em incubadora tipo shaker por 8 dias,

em temperatura de 28°C e agitacdo de 120 rpm (Fig. 21).

Figura 21. Cultivo em Escala Preparativa (condigdo 2).
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Apo6s o cultivo, o meio metabdlico foi primeiramente filtrado a vicuo em funil de
Buchner e papel Whaltman para separacdo do micélio, e o meio metabodlico liquido foi
armazenado em frasco ambar para posterior extracdo. Foram separados, tanto do meio
metabdlico obtido sob agitacdo, quanto do estdtico, 1 L de meio para realizacdo dos testes

para verificar a presenca de alcaldides.

4.9.2 Extracao e Fracionamento do Meio Metabélico

Os meios metabodlicos foram extraidos 3 vezes em funil de separagcdo, com acetado
de etila 1:1(v/v) e com acetato de etila-isopropanol 70/30 1:1(v/v) (Fig. 22), sendo em seguida
concentrados em rotaevaporador. Os micélios foram macerados em etanol 3 vezes, filtrados, e
também concentrados. Os extratos secos obtidos foram pesados e armazenados em
temperatura de 4°C para posterior realizagdo de novos testes de atividade antimicrobiana. Os
extratos que apresentaram atividade antimicrobiana foram analisados por cromatografia em
camada delgada para avaliacdo das possiveis similaridades entre seus componentes. Para essa
andlise, os extratos foram solubilizados em acetato de etila, e utilizou-se placa cromatogréfica
de silica como fase estaciondria. Como fase modvel foi utilizado acetato de etila: acetona (1:1)

e para revelacdo da placa luz ultravioleta em 254 nm.

Figura 22. Filtragdo do meio metabdlico liquido (A). Extra¢do do meio metabdlico liquido (B).

A particdo que apresentou os melhores resultados, com relacdo a atividade
antimicrobiana, foi submetida a fracionamento em coluna aberta de bancada, usando como
fase estaciondria silica fase normal mesh 70-230 (flash). Foram utilizados como fase mdvel

diclorometano:acetato de etila (1:1) fracdo 1; acetato de etila 100% fracdo 2; acetato de etila:



52

acetona (1:1) fracdo 3; acetona 100% fracdo 4; metanol 100% fracdo 5 e metanol:dgua (8:2)
fracdo 6. As fracOes foram testadas novamente para identificacdo das fragdes que continham

a(s) substancia(s) detentora(s) da atividade antimicrobiana.

4.9.3 Isolamento e Inicio da Identificacdo da(s) Molécula(s) Bioativa(s)

Para realizacdo do isolamento da molécula bioativa, as fracdes que apresentaram os
melhores resultados de atividade antimicrobiana foram primeiramente analisadas por CLAE
em equipamento analitico. Para a separacdo das substancias que compunham as fracdes foi
utilizada coluna Luna 5u C18 100A da Phenomenex, tamanho 250 mm x 4,6 mm, corrida
isocratica com acetonitrina (ACN) 15% e 0,1% de acido trifluoracético (TFA). A partir dessa
andlise foi possivel determinar as condi¢des ideais de separacdo das substincias que
compunham as fracdes.

As fragdes também foram analisadas por Espectrometro de Massas (EM), na Central
Analitica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), a fim de comparar as massas dos
ions moleculares presentes nas fragdes que apresentavam atividade antimicrobiana. Foi
utilizado espectrometro de massas THERMO (ioniza¢do por electrospray — ESI-MS), com
scan de 100 a 1.000 m/z, em [M +H] e [M —H].

A etapa de obtencdo das substincias isoladas foi realizada por CLAE em
equipamento semi-preparativo, com bomba LC-6AD, detector SPD-6A, coluna C18 Luna da
Phenomenex, tamanho 250 mm x 21,20 mm. Durante a corrida, o fluxo foi de 21,3 mL/min.
Foi utilizada corrida isocratica com acetonitrina (ACN) 15% e 0,1% de acido trifluoracético
(TFA).

As substancias isoladas foram enviadas para andlise de Ressondncia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN de 1H) na Central de Analises da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), para o inicio da caracterizacdo estrutural da(s) molécula(s)
bioativa(s). Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) foram
obtidos em espectrometro Varian (400 MHz), utilizando como referéncia interna

tetrametilsilano (TMS, 6=0,00) e DMSO deuterado como solvente.

4.10 TESTE PARA IDENTIFICACAO DE ALCALOIDES

Foram utilizados para a avaliacdo da presenca de alcaldides 2 L de meio metabdlico

obtidos em escala preparativa (1L da condicdo 1 de cultivo e 1L da condic¢io 2 de cultivo).
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Os meios metabdlicos foram acidificados com HCI 0,1%, até pH de aproximadamente 4,0, e
extraidos com éter etilico pela técnica de extracdo liquido-liquido em funil de separagdao. A
fase aquosa separada foi entdo alcalinizada com NaOH até pH 8 e novamente extraido éter
etilico, da fracdo organica foi separada em trés porcoes de 3 mL e colocadas em trés tubos de
ensaio. Para verificar a presenca de alcaldides adicionou-se 3 gotas dos reagentes de Hager,
Dragendorff e Mayer nos trés tubos, respectivamente. A formacdo de precipitado floculoso

caracteristico indica a presenca de alcal6ides.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E DO OLEO ESSENCIAL DE M. guianensis

A extragdo realizada com os solventes organicos em 250 g das folhas de M.
guianensis, conforme descrito no item 4.2, possibilitou a obtencdo de 8,33 g de extrato bruto
etandlico, com rendimento de 3,33%; de 7,75 g de extrato bruto hexanico, com rendimento de
3,1%; de 8,13 g de extrato bruto metandlico, com rendimento de 3,25%; e de 8,06 g de extrato
bruto em acetato de etila, com rendimento de 3,22%. Para realiza¢do dos testes de atividade
antimicrobiana de cada extrato, estes foram pesados e solubilizados de acordo com o item 4.6.
Todos os extratos foram testados nas concentracdes de 2,0 mg/mL e 4,0 mg/mL.

A hidrodestilagdo realizada para obtencdo do Oleo essencial das folhas de M.
guianensis, de acordo com o item 4.2, possibilitou a aquisicio de um volume total

aproximado de 1,0 mL de 6leo essencial, portanto, com rendimento de 0,33%.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL E DOS
EXTRATOS DE M. guianensis

Os resultados ensaios antimicrobianos realizados com os extratos etandlico (ET),
hexanico (HE), metandlico (ME), acetato de etila (AE), e do 6leo essencial (OE) de M.

guianensis conforme o item 4.2, estdo listados na Tabela 3.



Tabela 3: Resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana, dos extratos e do 6leo essencial das folhas de M. guianensis.

Extratos de M. guianensis ) Controle
Oleo Essencial
Cepas teste ET HE AE ME (v/v) AMO CET CON
p (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
20 40 20 40 20 40 20 40 1:10 1:20 2,0 2,0
S. aureus S S S S S S S S S S 28,1+0,28 N S
P. aureuginosa S S S S S S S S S S 37,0+1,0 N S
B. cereus S S S S S S N N N N 43,6+0,57 N S
E. faecalis S S S S S S S S S S 46,0+1,0 N S
C. albicans S S S S S S N N N N S 30,3+1,15 S
P. avelani S S S S S S S S S S S 43,3+0,57 S

ET - Extrato etandlico, HE - Extrato hexanico, AE - Extrato com Acetato de etila, ME - Extrato metandlico, AMO - amoxicilina, CET - Cetoconazol, CON -
Controle negativo, S - Testes que ndo apresentaram atividade, N - Testes ndo realizados. Resultados expressos em mm, referentes ao didmetro do halo de
inibi¢do.
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Os extratos etandlico (ET), hexanico (HE) e acetato de etila (AE) de M. guianensis
foram testados contra uma bactéria patogénica Gram negativa, P. aeruginosa, duas bactérias
Gram positivas, S. aureus e B. cereus e contra dois fungos, C. albicans e P. avelani, enquanto
que o extrato metandlico (ME) e o 6leo essencial (OE) ndo foram testados contra B. cereus e
C. albicans. Os extratos ndo apresentaram atividade contra nenhuma das cepas patogénicas
testadas, nem na concentracdo de 2,0 mg/mL, nem na concentragdo de 4,0 mg/mL. O dleo
essencial foi primeiramente testado na dilui¢do de 1:20 em Twen 80 a 10%, e como nao foi
observado nenhum resultado positivo, optou-se por diminuir a dilui¢do do 6leo para 1:10.
Mesmo nessa nova condicdo, o 6leo essencial de M. guianensis ndo apresentou nenhuma
atividade contra as cepas teste. Nao foram realizados testes dos extratos em maior
concentracdo que 4,0 mg/mL, pela possibilidade de ocorréncia de falsos positivos. Além
disso, concentragdes maiores tornam invidveis economicamente e fisiologicamente o
desenvolvimento de um possivel antibidtico.

Os resultados negativos observados nos testes de atividade mostram que através dos
métodos utilizados para obtengdo dos extratos e do 6leo, ndo foi possivel verificar atividade
inibitéria frente as cepas teste. Por conta disso, torna-se importante inferir a respeito de
questdes pertinentes que ajudem a compreender melhor os resultados do trabalho. Assim,
inferir, por exemplo, sobre em que periodos do ano a coleta da planta deve ser realizada,
tendo em vista que no periodo seco, de julho a outubro, por se tratar de um periodo de
maiores desafios ambientais para a planta, esta possa produzir uma maior variedade de
substancias, visando sua defesa e sobrevivéncia, aumentando assim, a chance de se encontrar
compostos com atividade antimicrobiana. Faz-se necessdrio, portanto, novas coletas em
outros periodos do ano, a fim de testar novamente os extratos e o 6leo essencial dessa espécie
vegetal, além de se verificar as diferencas sazonais no metabolismo da planta.

Com relag@o ao 6leo essencial, a questdo da sazolalidade dos componentes do 6leo é
bem evidente, inclusive nos espécies pertencentes ao género Myrcia (CRUZ et al, 2007).
Assim, a sazonalidade dos componentes do O6leo essencial e a influéncia desses na
bioatividade é um dos itens a ser investigado. Torna-se importante também inferir sobre o
tecido da planta que foi utilizado para tal investigacdo, visto que, alguns trabalhos realizados
mostram que para algumas espécies vegetais as substancias bioativas, inclusive detentoras de
atividade antimicrobiana, estdo presentes em diferentes partes da planta (BORGES-ARGAEZ
et al., 2007). No presente trabalho foi utilizado apenas o 6leo essencial extraido das folhas.

A opcao de se utilizar em um momento inicial apenas extratos brutos, também pode

ter comprometido a avaliacdo da atividade bioldgica, por conta desses extratos estarem
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misturados em demasia com outros componentes celulares, e estes, por sua vez, podem de
alguma maneira, impossibilitar uma melhor avaliacdo do potencial bioativo da planta. Neste
sentido, torna-se importante realizar um fracionamento desses extratos para, a partir de entdo,
realizar os testes bioldgicos. Logicamente, ndo esta descartada a possibilidade dessa espécie
vegetal ndo produzir substincias com a capacidade antimicrobiana frente as cepas patogénicas
utilizadas, mas se faz necessdrio uma abordagem mais detalhada dos componentes do
metabolismo secunddrio dessa espécie, para que se possa afirmar tal questdo, assim como

utilizar outros patégenos nos testes.

5.3 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS.

Para o isolamento dos fungos endofiticos de M. guianensis foram inoculados um
total de 270 fragmentos vegetais, 45 de cada um dos trés espécimes da planta, inoculados em
duplicata. A origem e a distribuicdo dos fragmentos de cada um dos espécimes estdao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo dos fragmentos vegetais de M. guianensis inoculados de cada
espécime.

Folha Cortex raiz Casca raiz Cortex caule Casca caule

N° de
fragmentos

Ap6s 48 horas de inoculagdo dos fragmentos da planta, os primeiros fungos
comegaram a ser retirados das placas e repicados para tubos inclinados contendo meio BDA
(Fig. 23). Esse procedimento perdurou por 40 dias e ao final obteve-se um total de 156 fungos
isolados, o que equivale a 57,7% do total de fragmentos inoculados. A contra prova de

desinfeccao superficial ndo acusou a presencga de fungos epifiticos ou contaminantes.
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Figura 23: Fungos endofiticos em crescimento a partir de fragmentos de M.
guianensis.

Todos os fungos isolados e repicados para os tubos receberam uma identificacdo
propria (c6digo), e para a elaboracdo do codigo foi levado em consideracdo o nome da planta
Myrcia guianensis (Mg), a origem do fragmento de onde o fungo foi isolado (Folha-F, Cortex
do Caule-C, Casca do Caule-Ce, Cortex da Raiz-R e Casca da Raiz- Re), o nimero do
espécime (n°) de onde se isolou o fungo, e a posi¢do do fragmento na placa (n°). Os fungos
que cresceram de um mesmo fragmento vegetal foram identificados recebendo uma letra
maitscula diferente no final de seu cddigo (A, B ou C).

Levando-se em consideracdo apenas a origem dos fragmentos de onde os fungos
foram isolados, verificou-se que os fragmentos da casca do caule apresentaram um maior
nimero de isolados (33%), enquanto que os do cortex da raiz apresentaram menor nimero de

fungos (4%), como pode ser observado na Figura 24.

® Folha

m Cortex caule

m Casca caule

m Cortexralz

® Casca raiz

Figura 24: Percentagem de fungos endofiticos isolados das partes da M. guianensis.
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Como pode ser observado na Tabela 4, o espécime 2 apresentou o maior nimero de
fungos isolados (54), seguido pelo espécime 1 com 53 e do espécime 3 com 49. Para os trés
espécimes de M. guianensis, as partes da planta de onde se isolou o maior nimero de fungos
foram da casca do caule com Taxa de Colonizagdo (TC) média de 0,184, e da folha com TC
média de 0,174. Para as demais partes da planta a Taxa de Colonizag¢do ficou abaixo de 0,122
(Tab. 5). O maior ndmero de isolados na casca do caule (MgCe) e em folhas (MgF) pode

estar relacionado com a maior exposicao a que essas partes da planta estdo sujeitas.

Tabela 5: Fungos endofiticos isolados por espécime de M. guianensis.

Espécime 1 Espécime 2 Espécime 3 Médias
Partes

da n® de n® de n° de n° de
Planta Isolados TC Isolados TC Isolados TC Isolados TC

F 15 0,166 19 0,211 13 0,144 15,66 (a) 0,173 (a)
R 0 0 3 0,033 2 0,022 1,66 (¢) 0,018 (c)
Re 10 0,111 9 0,100 11 0,122 10,0 (b) 0,111(b)
C 11 0,122 7 0,077 6 0,066 8,0(b) 0,088 (b)
Ce 17 0,188 16 0,177 17 0,188 16,66 (a) 0,184 (a)
Total 53 0,196 54 0,2 49 0,181 52,0 0,192 (a)

F - Folha; R — Cortex da raiz; Re — Casca da raiz; C — Cortéx do caule; Ce — Casca do caule; TC — Taxa de
coloniza¢do. Médias de mesma letra indicam diferenca ndo significativa, de acordo com teste de Tukey.

Os resultados demostram que a M. guianensis é fonte de fungos endofiticos, tendo
em vista a utilizacdo de apenas um tipo de meio de cultura, e meio de cultura pouco rico em
nutrientes como o BDA. Essa espécie vegetal mostrou-se hospedeira de um numero total
considerdvel de endofitos, cerca de 57,7% do total de fragmentos inoculados, e a auséncia de
microrganismos epifiticos ou contaminantes na contra prova de desinfec¢do superficial,
corroboram com os resultados obtidos no isolamento.

Alguns trabalhos mostram que tanto folhas quanto caule sdo partes da planta
hospedeira onde geralmente se encontra um numero significativo de endofiticos
(SURYANARAYANAN et al., 2009; GAZIS e CHAVERRI, 2010). Este fato, pode estar
relacionado tanto com o modo como o endofitico penetra na planta, por transmissao vertical

ou horizontal, quanto com a existéncia de condicdes favordveis a permanéncia ou crescimento
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do fungo em tecidos especificos (AHLHOLM et al., 2002; BRAND ¢ GOW, 2009). E
importante também lembrar que a etapa de desinfeccdo superficial deve ser especifica para
cada espécie vegetal e cada parte da planta, tendo em vista as diferencas entre os tecidos de
cada planta.

Os trés espécimes de M. guianensis mostraram similaridade no nimero de isolados
nos mesmos tecidos da planta, mostrando em todos os trés o nimero maior de isolados em
folhas e casca do caule e uma menor quantidade de isolados na raiz, o que fortalece a idéia de
que o isolamento estd expressando o que realmente ocorre nos tecidos desta espécie vegetal,
levando em consideracdo que o local de coleta foi 0 mesmo para os trés espécimes.

A andlise estatistica das médias de fungos isolados em cada tecido mostrou ndo haver
diferenca significativa entre a média de isolados da casca do caule (Ce) e a média de isolados
da folha (F), o mesmo acontecendo entre a média de isolados da casca da raiz (Ce) e do cértex
do caule. Outra informacao obtida com as diferencas entre as médias da TC para as diferentes
partes da planta é evidenciada pela diferenca entre a média da TC do cértex da raiz, (0,018)
em comparacdo a média obtida na casca do caule (0,184). Tal informacdo deixa clara a
importancia da escolha do tecido vegetal quando se pretende isolar fungos endofiticos. Para a
andlise da eficiéncia do isolamento de endofiticos deve-se levar em consideragdo que muitas
espécies de fungos ndo sdo cultivdveis e, portanto, o isolamento apenas expressa a freqiiéncia
de fungos endofiticos cultivdveis e ndo o total de fungos endofiticos presentes na planta. Sem
contar a influéncia das condi¢des de isolamento: desinfec¢do superficial, meio de cultura,

temperatura.

5.4 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS ISOLADOS

A partir do isolamento, os fungos foram repicados para placas de Petri contendo
meio BDA, para observacao de suas caracteristicas macro e micro-morfoldgicas, e posterior
conservagdo. A andlise das caracteristicas macro e micromorfoldgicas dos fungos isolados
permitiu a distribui¢do destes em grupos. Foram obtidos 14 grupos, mostrando a diversidade

de fungos associados a esta espécie vegetal (Fig. 25).
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Figura 25: Diversidade de fungos endofiticos isolados de M. guianensis.

O numero de representantes de cada grupo morfolégico de fungos endofiticos

isolados de M. guianensis esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Grupos morfolégicos de fungos endofiticos isolados de M. guianensis.

Grupos Géneros Espécime 1 Espécime 2 Espécime 3 Total
G1 Pestalotiopsis 21 8 23 52
G2 Phomopsis 16 15 8 39
G3 Aspergillus 5 6 7 18
G4 Xylaria 2 4 2 8
G5 Desconhecido 2 2 4 8
Go6 Desconhecido 0 8 2 10
G7 Desconhecido 0 4 0 4
G8 Desconhecido 1 2 0 3
G9 Penicillium 1 2 1 4

G10 Desconhecido 2 1 0 3
G11 Desconhecido 0 1 1 2
G12 Desconhecido 1 1 1 3
G13  Fusarium 1 0 0 1

G14 Guignardia 0 0 1 1




62

Entre 14 grupos formados, foi possivel identificar 7 géneros. Pestalotiopsis (Fig. 26),
Phomopsis (Fig. 27), Aspergillus (Fig. 28), Xylaria, Penicillium, Fusarium e Guignardia
(Fig. 29). Um morfotipo dos 7 grupos formados por fungos nio foi possivel a identificagdo

através de suas caracteristicas macro e micromorfolégicas, exemplificados na Figura 30.

Figura 26. MgCe 2 3.1 — Pestalotiopsis sp (Grupo 1). Em (A) cultura em placa de Petri. Em (B)
esporos em objetiva de 40x.

Figura 27: MgF 2 2.2 — Phomopsis sp. (Grupo 2). Em (A) cultura em placa de Petri. Em (B) esporos
em objetiva de 100x.
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Figura 28: MgRe 1 1.1 — Aspergillus sp. (Grupo 3). Em (A) cultura em placa de Petri. Em (B)
estrutrura reprodutiva (conidiéforo) em objetiva de 20x.

Figura 29: MgF3 2.1 — Guignardia sp. (Grupo 14). Em (A) cultura em placa de Petri. Em (B) estrutrura
do micélio em objetiva de 20x.

Figura 30: MgRe2 2.3B — Desconhecido. (Grupo 7). Em (A) cultura em placa de Petri. Em (B)
estrutrura do micélio em objetiva de 40x.
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Os 14 grupos morfolégicos foram avaliados em funcdo do tecido vegetal em que
foram encontrados (Fig. 31). Dessa maneira, foi possivel avaliar as quantidades do fungos

isolados em cada tecido vegetal de M. guianensis.
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Figura 31: Grupos morfolégicos (G1 — G14) de fungos endofiticos de M. guianensis em func¢do do tecido vegetal
em que foram isolados. MgF — fungos de folha, MgR — fungos do cértex da raiz, MgRe — fungos da casca da raiz,
MgC - fungos do cértex do caule, MgCe — fungos da casca do caule.

Analisando o gréfico da Figura 31, pode-se perceber que os grupos morfoldégicos 1 e
2, grupos com maior numero de isolados, formados pelos géneros Pestalotiopsis e Phomopsis,
sao encontrados em quase todos as partes da planta, com excessao do cortex da raiz (Mg R).
Essa informacdo pode ser um indicio de que esses grupos de isolados de M. guianensis
possuem importancia ecoldgica para essa espécie vegetal. Os grupos 13 (Fusarium) e 14
(Guignardia) sao formados por apenas um individuo cada, e ambos foram isolados apenas em
folhas (MgF), o que pode ser indicio de que esses microrganismos nao sao endofiticos

naturais dessa espécie vegetal.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Para avaliagao da atividade antimicrobiana dos metabdlitos dos fungos endofiticos,
foram selecionados os fungos de acordo com o item 4.5. Os fungos foram cultivados para
obtencdo dos meios metabodlicos liquidos, e o tempo de cultivo foi determinado de acordo

com a fisiologia de cada fungo.
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Apoés a obtencdo do meio metabodlico liquido dos 46 fungos, foram realizados os
testes para avaliacio da atividade antimicrobiana. Os testes foram realizados frente as
bactérias S. aureus (Sa), P. aeruginosa (Pa), B. cereus (Bc), e E. faecalis (Ef) e os fungos C.
albicans (Ca) e P. avelani (Pv). Apds 24, 48 e 72 horas de incubag¢do os ensaios foram
avaliados quanto a presenca de halos de inibi¢do decorrente da a¢do antimicrobiana dos meios
metabodlicos fungicos. Quando o halo de inibicdo se apresentava em triplicata, o diametro
deste halo era entdo medido e anotado para verificagdo das médias, assim como do desvio
padrao. A Tabela 7 apresenta os resultados médios da avaliacdo da atividade antimicrobiana

dos meios metabdlicos dos fungos endofiticos de M. guianensis.

Tabela 7: Resultado dos testes de antibiose, realizados com o meio metabdlico liquido dos fungos endofiticos
isolados de M. guianensis.

N° LINHAGENS Géneros Pa Sa Ef Be Ca Pv
1 MgF2 2.3 Pestalotiopsis - - - - - -
2 MgR22.2 Pestalotiopsis - - - - - -
3 MgF1 3.3 Pestalotiopsis - - - - - -
4 MgF3 3.3 Pestalotiopsis - - - - - -
5 MgC1 3.3 Pestalotiopsis - - - - - -
6 MgF33.1 Pestalotiopsis - - - - - -
7 MgF23.3 Pestalotiopsis - - - - - -
8 MgCl11.1 Pestalotiopsis - - - - - -
9 MgF22.1 Pestalotiopsis - - - - - -
10 MgF21.2 Pestalotiopsis - 13,5+0,5 14,3+0,6 - - -
11 MgCe22.3 Pestalotiopsis - - - - - -
12 MgF32.1 Pestalotiopsis - - - - - -
13 MgF213 Pestalotiopsis - - - - - -
14 MgCe33.1A Phomopsis - - - - - -
15 MgCel32 Phomopsis - - - - - -
16 MgC23.2 Phomopsis - - - - - -
17 MgRel 1.1 Phomopsis - - - - -
18 MgF12.1 Phomopsis - 14,0£1,0 13,3£1,5 - - -
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19 MgF33.1B Phomopsis - - - -
20 MgF33.1A Phomopsis - - - -
21 MgF1.2.1 Phomopsis - - - -
22 MgRel 3.2 Aspergillus - - - -
23 MgC322 Aspergillus - - - -
24 MgC22.1 Aspergillus - - - -
25 MgRe2 1.1 Aspergillus - - -
26 MgCl123 Xylaria - - - -
27  MgF233 Xylaria - - - -
28  MgRe3 3.1 Desconhecido - - - -
29  MgCe3 3.1 Desconhecido - - - -
30 MgCe22.1 Desconhecido - - - -
31 MgCe223B Desconhecido - - - -
32 MgR2.1.1 Desconhecido - - 15,6+0,6 13,8+0,8
33 MgRe223B Desconhecido 12,5+0,5 15,0+1,0 - 43,3+0,6
34  MgF21.3 Desconhecido - - - -
35 MgFl122 Desconhecido - - - -
36 MgC23.2 Penicillium - - - -
37 MgC223 Penicillium - - - -
38  MgR11.2 Desconhecido - - - -
39  MgRel 3.2 Desconhecido - - - -
40 MgC233 Desconhecido - - - -
41  MgF22.1 Desconhecido - - - -
42 MgCe3 2.1 Desconhecido - - - -
43 MgRe3 1.1 Desconhecido - - - -
44  MgF132A Desconhecido - - - -
45 MgF132B Fusarium - - - -
46  MgF32.1 Guigniardia - - - -

Controle ( -)
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Amoxicilina 37,0£1,0  28,1+0,28 46,0+1,0 43,6+0,57 NR NR

Cetoconazol NR NR NR NR 30,3+1,15 43,3+0,6

NR. Teste ndo realizados. — Teste com resultado negativo. Resultados expressos em mm, referentes ao didmetro
do halo de inibi¢do.

Dos meios metabdlicos dos 46 fungos endofiticos testados contra as cepas
patogénicas, trés apresentaram resultado positivo frente a S. aureus; trés apresentaram
atividade contra E. faecalis; um apresentou atividade frente a C. albicans; e dois mostraram
alguma atividade inibitéria frente ao fungo P. avelani. Nenhum dos metabdlitos apresentou
atividade frente as cepas de P. aeruginosa e B. cereus.

Os microrganismos endofiticos podem produzir uma variedade de metabdlitos, tanto
primdrios quanto secundarios (PANACCIONE e ANNIS, 2001; SCHULZ et al., 2002;
MILLER et al., 2010). Essa capacidade de produzir uma variedade de metabdlitos pode
explicar a atividade tanto contra procariotos, como as bactérias S. aureus e E. faecalis, quanto
a acdo inibitdria contra eucariotos como fungos, neste caso C. albicans e P. avelani.

Dois fungos pertencentes aos géneros Phomopsis e Pestalotiopsis apresentaram
atividade contra S. aureus e E. faecalis. Outros trabalhos ja foram descritos mostrando que
fungos pertencentes a esses géneros sao produtores de substancias com essa bioatividade (LI e
STROBEL, 2001; RUKACHAISIRIKUL. et al., 2008). Levando em consideracdo que esses
dois géneros sdo os encontrados em maior nimero nos tecidos de M. guianensis, pode-se
inferir, entdo, a respeito da importancia ecoldgica desses dois géneros para a espéce
hospedeira, principalmente ao observar os resultados do teste de antibiose. A importancia
ecologica dos fungos endofiticos para sua planta hospedeira estd amplamente descrita na
literatura, e entre os fatores mais relevantes estd o de conferir maior resisténcia a planta contra
patégenos (SAIKKONEN et al., 1998).

O meio metabdlico da linhagem MgRe2 2.3B apresentou atividade contra as
bactérias S. aureus, E. faecalis e contra o fungo P. avelani, mostrando-se promissora como
fonte de compostos antimicrobianos. Os resultados dos testes de antibiose do meio liquido
dessa linhagem contra o P. avelani destacam-se quando comparado ao resultado obtido com o
cetoconazol, antifingico comercial utilizado nos testes como controle positivo. Ambos
apresentam halo de inibicdo médio de 43,3 mm de didmetro (Fig. 32), sendo que o

cetoconazol € uma substancia pura usada neste ensaio na concentracdo de 2,0 mg/mL,
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enquanto que da linhagem MgRe2 2.3B foi utilizado apenas o meio metabdlico filtrado,
obtendo-se resultados similares.

A bactéria S. aureus é uma cepa Gram positiva envolvida em diversos processos
infecciosos humanos, particularmente em ambientes hospitalares, causadora de infecgdes
como foliculite e outras infeccdes piogénicas. A E. faecalis é uma bactéria Gram positiva e
também conhecida como agente infeccioso causador de graves patologias ao homem como
infecgdes do trato urindrio e biliar. Dessa forma, os resultados obtidos a partir dos metabdlitos
da linhagem MgRe2 2.3B a habilitaram a préxima etapa da investigacdo: o isolamento e o

inicio da caracterizagdo do composto bioativo produzido por essa linhagem fingica.

Figura 32: Resultado do teste de antibiose dos metabdlitos da linhagem MgRe2
2.3 B contra P. avelani. Em (A) halo de inibicdo promovido pelo meio
metabdlico. Em (B) halo de inibi¢do promovido pelo Cetoconazol (2,0 mg/mL).

5.6 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DO FUNGO MgRe?2 2.3B

Para identificacdo da linhagem MgRe2 2.3B foi realizada a técnica de microcultivo,
um método da taxonomia cldssica que consiste no preparo de uma laminula contendo tecido
fingico em desenvolvimento, corada com lactofenol blue cotton e analisada em microscopio
optico, em objetivas de 40x e 100x, a fim de observar as principais estruturas
micromorfolégicas e confronta-las com chaves taxonomicas morfologicas (BARNETT e

HUNTER, 1972) possibitando a identificacdo em nivel de género (Fig. 33).
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Figura 33: Estrutura micromorfolégica da linhagem MgRe2 2.3B. Fungo
do género Blakeslea em objetiva de 40x.

A observacgdo de estruturas reprodutivas, como os esporos, permitiram a classificacdo
da linhagem MgRe2 2.3B como pertencente ao género Blakeslea. Este género compdem o
Filo Zygomycota, Classe Zygomycetes e a Ordem Mucorales. Espécies pertencentes a esse
género sdo produtoras de pigmentos caracteristicos, como observados na linhagem em
questdo. Uma das espécies mais estudadas dentro desse género é a Blakeslea trispora
utilizada na industria de alimentos na producdo de carotendides, grande grupo de pigmentos
presentes na natureza, utilizados comercialmente como corantes alimenticios e em
suplementos nutricionais (LOGUERCIO-LEITE, 2004; TSIMIDOU e MONTZOURIDOU,
2007).

5.7 ESTUDO DOS COMPONENTES DOS METABOLITOS DO FUNGO MgRe2 2.3B

Os resultados preliminares da atividade antimicrobiana dos metabdlitos permitiu a
selecdo da linhagem MgRe2 2.3B para as etapas subseqiientes. A etapa denominada de
cultivo em escala preparativa foi realizada de acordo com o item 4.9.1, na qual foi obtido 14 L
de meio metabdlico em modo estitico (condicdo 1), e 5 L de meio metabdlico sob agitagao
(condicao 2). Dessas quantidades foram retirados 1 L de cada para realizac@o dos testes para
determina¢do da presenca de alcaldides. Nessa etapa, os micélios foram separados para a

etapa de extracdo em etanol.
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5.7.1 Avaliacacao da Presenca de Alcaléides

O meio metabdlico liquido da linhagem MgRe2 2.3B apresentava uma coloracio
avermelhada. Essa caracteristica nos levou deduzir sobre qual classe de compostos poderia
estar sendo produzido por esse microrganismo, que pudesse conferir tal caracteristica a seu
meio metabdlico. Neste sentido, o meio metabdlico foi avaliado quanto a presenca de
alcaldides. Essa classe de compostos € encontrada como produto do metabolismo secundéario
de algumas espécies de fungos, e trabalhos mostram que tais substancias podem ser detentoras
de atividade antibacteriana e antifingica (WICKLOW et al, 2005; RUKACHAISIRIKUL et
al, 2008; GAO et al, 2009). Apesar disso, os testes realizados ndo confirmaram a presenca de
alcaldides no meio metabdlico dessa linhagem. Os testes foram realizados em triplicata, tanto
do meio liquido metabdlico obtido na condi¢ao 1, quanto do obtido na condi¢do 2, e em todas

as amostras os resultados foram negativos.

5.7.2 Metabdélitos obtidos do Fungo MgRe2 2.3B

A partir da etapa de extragdo realizada de acordo com o item 4.9.2, foram obtidos os

extratos do meio metabdlico apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Extratos do meio metabdlico liquido e do micélio da linhagem MgRe2 2.3 B na condicdo 1 e na
condig¢do 2 de cultivo em escala preparativa.

Cultivo no modo estatico Cultivo sob agitacao
(condicao 1) (condicao 2)
meio metabdlico micélio meio metabdlico micélio
AcoFEt AcoEt:Iso-PrOH Etanol AcoFEt AcoEt:Iso-PrOH  Etanol
942 ¢ 0,57 g 0,82 ¢ 358 ¢ 1,36 g 0,76 g

AcoEt. Extrato obtido com acetato de etila 100%. AcoEt:Iso-PrOH. Extrato obtido com acetato de etila e
Isopropanol 7:3.

A extracdo dos meios metabdlicos, obtidos nas condi¢des 1 e 2, utilizando acetato de
etila apresentaram rendimentos similares, levando em consideragdo as diferentes quantidades

de meio metabdlico obtidos nas duas condicdes. Tal fato ndo foi observado na extragdao do
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meio metabdlico realizada com acetato de etila e isopropanol (7:3), assim como na extragdo
do micélio em etanol. Nessas extragdes observa-se maior rendimento na condi¢do 2. Essa
maior producdo deve estar relacionada com a aera¢do promovida durante cultivo na condi¢cdo
2.

ApOs a obtengdo dos extratos, estes foram novamente testados contra as cepas de S.
aureus, E. faecalis e P. avelani, para confirmacgdo da atividade apresentada no meio liquido
metabdlico, e para comparacdo dos dois modos de cultivo em relagao a producdo do composto
antimicrobiano de interesse. Os testes foram realizados de acordo com o item 4.6, € 0s

resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultado dos testes de atividade antimicrobiana, realizados com os extratos obtidos
do meio metabdlico da linhagem MgRe2 2.3B.

Cepas teste

Extratos S. aureus E. faecalis P. avelani
AE1 10,6 £0,5 13,0 £1,0 11,0 £1,0
AE2 13,3 £1,5 17,3 £1,1 N
AEIl 23,3 £1,1 24320 22,3420
AEI2 11,3 1,5 N N
ET1 N N N
ET2 N N N
Amoxicilina 29,3 +0,5 44,6 +0,5 S
Cetoconazol S S 39,3 +1,5
CON N N N

AEIl- extrato AcoEt do meio metabdlico da condigdo 1. AE2 - extrato AcoEt do meio
metabdlico da condi¢do 2. AEIl — extrato AcoEt:isopropanol do meio metabdlico da condig¢do
1. AEI2 — extrato AcoEt:isopropanol do meio metabdlico da condicdo 2. ET1 — extrato
etandlico do micélio obtido da condicdo 1. ET2 - extrato etandlico do micélio obtido da
condi¢do 2. N — resultado negativo, S — testes ndo realizados. CON — controle negativo.
Resultados expressos em mm, referentes ao didmetro do halo de inibicao.
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A partir dos resultados obtidos foi possivel confirmar a presenca de substincias
bioativas com acdo inibitéria frente as cepas de S. aureus, E. faecalis e P. avelani. E possivel
também afirmar que essa substincia estd presente apenas no meio liquido metabdlico, tendo
em vista os resultados negativos contra todas as cepas testadas, observados para ET1 e ET2.

Os resultados positivos de AE1 e AEII contra P. avelani podem ser um indicio de
que o fungo MgRe2 2.3B independe da aeracdo para a produ¢ao da molécula bioativa de acdo
contra aquele microrganismo. Pode indicar também que o estresse causado pela baixa
concentracdo de oxigénio induz esse fungo a produzir entre seus metabdlitos secundarios a
substincia antifungica, no intuito de eliminar possiveis competidores pelo nutriente em
escassez, nesse caso, 0 0xigénio.

Ao comparar os resultados de atividade dos extratos AE1, AE2, AEIl e AEI2 frente
as cepas teste, fica evidenciado que o cultivo desse fungo realizado no modo estético,
condic¢do 1, € mais eficiente para obtencdo da substancia de interesse, que o cultivo realizado
sob agitacao (condicao 2).

Os extratos AE1 e AEII apresentaram os melhores resultados nos testes realizados,
demonstrando, em diferentes graus de poténcia, capacidade inibitdria contra as trés cepas
patogénicas testadas. Observando esses resultados, os dois extratos em questdo foram
avaliados por cromatografia de camada delgada CCD de acordo com o item 4.9.2, para

observacao das possiveis diferencas existentes entre os dois extratos (Fig. 34).

B

Figura 34. Cromatografia em camada delgada dos extratos AEI1
em (A) e AE1 em (B).

Observa-se na Figura 34 que os dois extratos sdo semelhantes, o que possibilitou a

unido dos mesmos para as etapas seguintes.
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5.7.3 Fracionamento do Extrato e Inicio da Caracterizacao da Molécula Bioativa

O resultado da andlise por CCD demonstrou se tratar de extratos muito similares, que
na verdade poderiam ser formados pelas mesmas substancias. Tal avaliacdo permitiu a
reunido desses extratos para a realizac¢do de seu fracionamento, de acordo com o item 4.9.2. A

Tabela 10 apresenta as fracOes obtidas e seus respectivos pesos secos.

Tabela 10: Fracionamento em coluna do extrato e seus respectivos eluentes e pesos secos.

Fragdes resultantes Eluente Peso seco (mg)
Fracao 1 (F1) DCM/AcoEt (1:1) 352,7
Fracdao 2 (F2) AcoEt 100% 522,3
Fracdao 3 (F3) AcoEt/Acetona (1:1) 114,6
Fracdo 4 (F4) Acetona 100% 83,4
Fracao 5 (F5) Metanol 100% 1.325,1
Fracdo 6 (F6) Metanol/Agua (8:2) 197,7

DCM - Diclorometano; AcoEt — Acetato de etila.

As fragdes obtidas foram testadas contra as cepas teste S. aureus, E. faecalis e P.
avelani. O resultados apontaram em que fracdo ou em quais fracdes estdo presentes a(s)

substancia(s) de interesse (Fig. 35).

Figura 35. Teste de atividade antimicrobiana das fra¢cdes. Mostrando em (A)
halo de inibi¢do da fragdo 1 (F1). Em (B) halo de inibi¢do da frag¢ao 2 (F2). Em
(C) e (D), fracdes 3 e 4, respectivamente.
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O resultado dos testes de atividade antimicrobina das fragcdes 1 a 6 estdo presentes na

Tabela 11.

Tabela 11. Resultado dos testes de atividade antimicrobiana das fracdes 1 a 6.

Cepas teste

Fracoes

S. aureus E. faecalis P. avelani
Fl1 12,3 £0,5 11,3 £0,5 23,3 £1,1
F2 12,3 £0,5 11,6 £0,5 21,3 £0,5
F3 N N N
F4 N N N
F5 N N N
F6 N N N
CON. N N N

CON - Controle negativo. F1 — Fracdo 1; F2 — Fracdo 2; F3 — Fragdo 3; F4 — Fracdo
4; F5 — Fracdo 5; F6 — Fracdo 6. N — Teste com resultado negativo. Resultados
expressos em mm, referentes ao didmetro do halo de inibicao.

As fragdes 1 e 2 (F1 e F2) apresentaram resultados positivos contra todas as trés

cepas teste. Esses resultados indicam que entre as substancias que compdem as fracdes 1 e 2

estd a(s) substancia(s) de interesse. As duas fracdes passaram por andlise de CLAE em

equipamento analitico de acordo com o item 4.9.3. A finalidade foi analisar as possiveis

similaridades entre as duas fracdes no sentido de inferir a respeito da(s) substancia(s)

bioativa(s).

Na Figura 36 observa-se o perfil cromatografico da fragdo 1, realizado de acordo

com o item 4.9.3, e na Figura 37 o espectro de UV das substincias que apresentaram picos

mais intensos S1 e S2.
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Figura 36. Perfil cromatografico referente a andlise da fracdo 1 (F1) por CLAE. Mostrando a
substancia 1 (S1) com tempo de retencdo 10,35 min., e a substincia 2 (S2), com tempo de
retengdo 17,77 min.
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Figura 37. Espectros de UV de 225 a 390 nm das substancias S1 e S2, pertencentes a
fracdo 1 (F1). A seta indica o comprimento de onda onde ocorreu a mixima absor¢do
para ambas as substancias, 287 nm.
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Na Figura 38 observa-se o perfil cromatografico da fracdo 2 (F2), realizado de

acordo com o item 4.9.3, e na Figura 39 o espectro de UV da substancia 3 (S3).
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Figura 38: Perfil cromatografico referente a andlise da fracdo 2 (F2) por CLAE. Mostrando
isolamento da substancia 3 (S3) com tempo de retengdo 17,95 min.
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Figura 39: Espectro de UV de 230 a 420 nm da substincia 3 (S3), isolada da fracdo 2
(F2). A seta indica o comprimento de onda onde ocorreu a mdxima absorcdo, 287 nm.
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Foi possivel observar de acordo com o cromatograma da fracdo 1 (F1), que esta
fracdo € majoritariamente composta por duas substancias (Fig. 36). A primeira observada no
tempo de retencdo 10,35 min. (S1), e a segunda observada no tempo de 17,77 min. (S2). De
acordo com as condi¢des de corrida percebe-se que sdo substancia bastante polares. Observa-
se também picos sobrepostos com tempos de retencdo de 47 a 49 min. Para esses, as
condi¢cdes de corrida ndo possibilitaram a separacdo das substdncias com caracteristicas
menos polares.

Quando se compara o cromatograma da F1 com o cromatograma obtido da F2,
observa-se que a fragdo 2 possui pico majoritdrio referente a substancia 3 (S3), no mesmo
tempo de retencdo apresentado pela substancia 2 (S2) da F1 de 17,77 min. Além disso, S2 e
S3 possuem o mesmo comprimento de onda maximo, 287 nm. Esses itens somados podem ser
indicios de que S2 e S3 sejam a mesma substancia ou substancias com estrutura quimica
similar.

As fracdes 1 e 2 foram analisadas por Espectrometria de Massas (EM) de acordo
com o item 4.9.3, para avaliacdo das possiveis diferencas ou similaridades entre o perfil de
massas dos fons moleculares formados nas duas fracdes. Nas Figuras 40 e 41 observa-se o

espectro de massas da fracdo 1 em [M —H] e em [M +H], respectivamente.
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Figura 40: Espectro de massas da fracdo 1 [M -H].
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Figura 41: Espectro de massas da fracdo 1 [M +H].
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Nas Figuras 42 e 43 observa-se o espectro de massas da fracdo 2 em [M —H] e em

[M +H], respectivamente.
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Figura 42: Espectro de massas da fracdo 2 [M -H].
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Figura 43. Espectro de massas da fracdo 2 [M +H].

Através da andlise por espectrometria de massas € possivel observar que as fracoes 1
e 2 sdo bastante semelhantes, com relagdo ao perfil de massas dos fons moleculares formados.
Tal fato ocorreu tanto em [M +H] quanto em [M —H]. Esse resultado é mais um indicio de que
as fracoes 1 e 2 sdo compostas pelas mesmas substancias, ou por substancias com estrutura
quimica bastante similares.

Para o inicio da caracterizacdo estrutural da(s) molécula(s) bioativa(s) presentes nas
fracdes 1 e 2 foi realizado primeiramente o isolamento das substancias por CLAE em
equipamento semi-preparativo, de acordo com item 4.9.3, onde foi possivel fazer a coleta das
substdncias 1 e 2, para posterior andlise por Ressonincia Magnética Nuclear de 'H. Nas
Figuras 44, 45 e 46 estdo apresentados os espectros de RMN 'H das substancias 1, 2 e da

fragdo 2, respectivamente.
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Figura 44: Espectro de RMN 'H da substancia 1 (S1).
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Figura 46: Espectro de RMN 'H da fracio 2.

Através da andlise por RMN 'Hé possivel observar que as trés substancias possuem
espectros semelhantes, o que sugere que s@o moléculas com estruturas quimicas parecidas.
Pode-se observa também que nas substancias 1 e 2 e na fracdo 2 existe a presenca de anel
aromético em fun¢do dos deslocamentos quimicos nas regioes de 7.06 a 7.51 ppm. Também
obsevam-se sinais de hidrogénio de alcenos, com deslocamentos quimicos na regido de 1.72
ppm (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1994). No entanto, ndo é possivel fazer
outras afirmagdes, tendo em vista que os picos referentes aos hidrogénios do solvente e da
dgua estdo maiores que os picos referentes aos hidrogénios presentes nas estruturas quimicas

das substancias, o que evidencia a baixa concentracdo das substancias de interesse presente na

amostra.
5.8 DOSE MINIMA INIBITORIA

Os resultados apresentados até entdo permitiram a partir desse ponto determinar a
Dose Minima Inibitéria (DMI), assim como a dose minima bactericida ou fungicida (DMB ou
DMF) tanto para a fragdo 1 (F1) quanto para a fracdo 2 (F2). Os testes foram realizados de

acordo com o item 4.7, e estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Resultado dos testes de Dose Minima Inibitéria (DMI) das fracoes 1 e 2.

Cepas Teste
Diluicao (Concentracao)
S. aureus E. faecalis P. avelani
1:2 (1,0 mg/mL) + + +
1:4 (0,50 mg/mL) + + +
1:8 (0,250 mg/mL) + - +
1:16 (0,125 mg/mL) - - +
1:32 (0,0625 mg/mL) - - -
— 1:64 (0,0312 mg/mL) - - -
o
13 1:128 (0,0156 mg/mL) - - .
é CON
1:2 (1,0 mg/mL) + + +
1:4 (0,50 mg/mL) + - +
1:8 (0,250 mg/mL) + - +
1:16 (0,125 mg/mL) - - +
1:32 (0,0625 mg/mL) - - -
N 1:64 (0,0312 mg/mL) - - -
o
13 1:128 (0,0156 mg/mL) - - .
é CON

+ - Resultado positivo. -. Resultado negativo. CON — Controle negativo. Os testes foram realizados em
placa de ELISA em triplicata.

Os resultados mostraram que tanto para a fracdo 1 quanto para fracdo 2 a dose
minima capaz de inibir o crescimento de S. aureus é de 0,250 mg/mL (Fig. 47), e que a dose
minima capaz de inibir o crescimento do fungo P. avelani é de 0,125 mg/mL. Quanto aos
resultados frente a E. faecalis, a fracdo 1 inibiu o crescimento dessa bactéria até a dose de
0,50 mg/mL, enquanto que a fracdo 2 possui capacidade inibitéria apenas na dose de 1,0
mg/mL. Os resultados se mostraram bastante promissores, principalmente no combate ao P.

avelani.
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S. aureus

Figura 47: Teste da fragdo 2 frente a S. aureus ,para determinacio da
DMI. Seta indica po¢o em que ndo ocorreu crescimento bacteriano.

Os resultados bastante similares de DMI obtidos com a fragdo 1 e fracdo 2 reforcam
a idéia de que os componentes destas fragdes, possivelmente as substincias 2 (S2) e 3 (S3)

sdo a mesma substincia.

5.9 DOSE MINIMA BACTERICIDA E FUNGICIDA

Com relacdo aos testes para determinagdo da Dose Minima Bactericida ou Fungicida,
realizados de acordo com o item 4.8, os resultados mostram que tanto a fracdo 1 (F1), quanto

a fracdo 2 (F2) ndo possuem capacidade bactericida frente a E. faecalis (Fig. 48).

Figura 48: Teste para determinagdo da DMB, demonstrando
resultado negativo da fracdo 2 frente a E. faecalis.
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As fragdes 1 e 2, entretanto, demonstraram atividade bactericida frente a S. aureus

até a dose de 0,50 mg/mL (Fig. 49).

Figura 49: Teste para determinagdo da DMB. Setas indicam
acdo bactericida da F2 contra S. aureus até a dose de 0,50
mg/mL.

Os resultados obtidos através da DMB, nos permite inferir que o mecanismo de acao
promovido pelas fracdoes 1 e 2 nas bactérias teste ndo € o mesmo, tendo em vista que, 0s
resultados de atividade bactericida contra E. faecalis é negativo, enquanto que os resultados
contra S. aureus € positivo. As fracoes 1 e 2 mostraram também que possuem capacidade
fungicida contra P. avelani, mas essa capacidade € observada somente na dose de 1,0 mg/mL,

nas duas fracoes (Fig. 50).

Figura 50: Teste para determinacio da Dose Minima
Fungicida (DMF). Seta demonstrando acdo fungicida da fracdo
2 contra P.avelani na dosagem de 1,0 mg/mL.
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Apesar de em todos os testes de atividade antimicrobiana os resultados mais
promissores foram os obtidos frente o P. avelani, 0 mesmo nao ocorreu nos teste de atividade
fungicida das fracdes 1 e 2. Esse resultado demonstra a importancia da realizacdo desse teste,
uma vez que essa avaliagdo comprova a efetiva acdo do composto investigado frente aos

microrganismos patogénicos.
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6 CONCLUSOES

1) Quanto a avaliacdo da atividade antimicrobiana das folhas da espécie M.
guianensis, nao foi possivel observar nenhum resultado positivo utilizando os extratos
etandlico, metandlico, hexanico e acetato de etila, nem o 6leo essencial, contra as cepas
patogénicas teste. Neste sentido, a espécie vegetal em questdo ndo se mostrou promissora

quanto a producdo de substancias com essa bioatividade.

2) A pesquisa objetivando o isolamento e andlise da diversidade de fungos
albergados em M. guianensis se mostrou oportuna e promissora, tendo em vista trés questoes:
a caréncia de tralhados sobre esses temas relacionados a essa espécie vegetal; a quantidade de
fungos isolados, um total de 156, e os diferentes géneros que foram identificados. O caule e as
folhas se mostraram as partes da planta mais promissoras quanto ao isolamento de fungos
endofiticos de M. guianensis, com taxa de colonizacdo (TC) de 0,184 e 0,174,

respectivamente.

3) Dos 46 fungos endofiticos selecionados para cultivo em meio liquido e testes
de antibiose, 4 apresentaram alguma capacidade ibititéria frente as cepas S. aureus, E.
faecalis, C. albicans e P.avelani. Esse fato demonstrou que esses isolados possuem, através

de seu metabolismo secundério, a capacidade de sintetizar substancias antibidticas.

4) A linhagem MgRe2 2.3B mostrou-se a mais promissora nos testes de antibiose.
Primeiro, por apresentar as maiores médias de halos de inibicio em comparagdo as outras
linhagens. Médias de 12,5 mm contra S. aureus, 15,0 mm contra E. faecalis e 43,3 mm contra
P. avelani. Segundo, por demonstrar capacidade inibitoria tanto contra fungo, quanto contra

bactérias.

5) O extrato AEII obitido da linhagem MgRe2 2.3B apresentou os resultados de
atividade antimicrobiana mais promissores, com halos de inibicio médios de 23,3 mm para S.
aureus, 24,3 mm para E. faecalis e de 22,3 mm contra P. avelani, sendo escolhidos para

fracionamento em coluna.
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6) As fracdes 1 e 2 apresentaram resultado positivo frente as trés cepas teste,
demonstrando possuirem entre seus constituintes a(s) molécula(s) bioativa(s) investigada(s).
A anélise por CLAE demonstrou que a substancia 2 presente na F1 e a substancia 3 presente

na F2 sdo provavelmente a mesma substancia.

7)  Nos testes para determina¢do da Dose Minima Inibitéria, tanto a fracdo 1
quanto a fracdo 2 demonstraram possuir capacidade inibitoria frente a S. aureus até a dose de
0,25 mg/mL. Essas fracdes também mostraram capacidade inibitéria frente a P. avelani até a
dose de 0,125 mg/mL. Ja contra E. faecalis a fragdao 1 demonstrou capacidade inibitdria até a

dose de 0,50 mg/mL, enquanto que a fracdo 2 até a dose de 0,50 mg/mL.

8)  Nos testes para determinac¢do da Dose Minima Bactericida ou Fungicida, tanto
a fracdo 1 quanto a fragdo 2 ndo demonstraram capacidade bactericida frente a E. faecalis.
Entretanto, os constituintes dessas fracoes exercem fung¢do bacteriostitica para esse
microrganismo. Para a bactéria S. aureus as fracdes demonstraram agdo bactericida até a dose
de 0,50 mg/mL. J4 nos testes realizados com P. avelani, as fracdes demonstraram acdo

fungicida apenas quando ambos se encontravam na dose de 1,0 mg/mL.

Os resultados obtidos nos permitem concluir que a espécie vegetal Myrcia guianensis
nao se mostrou promissora candidata na obtengcao de compostos antimicrobianos. Entretanto,
os resultados indicam que os fungos endofiticos de M. guianensis sdo promissores para a
busca de substincias com atividade antimicrobiana. Dessa maneira, os resultados obtidos
neste trabalho corroboram as indicagdes de que fungos endofiticos sdo uma fonte promissora

de substancias bioativas.
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