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RESUMO

Bioprospeccéao de biomoléculas isoladas de fungos endofiticos de Combretum
leprosum do bioma Caatinga

Os micro-organismos que habitam o interior das plantas (endofiticos ou
endofitos) tornaram-se foco de interesse por estarem envolvidos na producdo de
compostos quimicos como enzimas, alcaldides, antibidticos, anticancerigenas e
diferentes metabdlitos. Os ecossistemas de regides tropicais tem sido alvo de busca
de compostos naturais por causa da riqueza de espécies e nichos ecoldgicos
presentes nestas comunidades. O objetivo deste trabalho o isolamento, identificacdo
e a bioprospeccdo de fungos endofiticos obtidos de Combretum leprosum e a
deteccdo nos extratos de planta e micro-organismos da presenca do composto
combretastatin (CA4). Folhas, galhos, frutos e raizes de C. leprosum foram
coletados de cinco estados dentro da zona de semiarido brasileiro: Bahia, Piaui,
Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte. Partes das amostras foram triturados e
submetidos a maceracdo primeiramente em diclorometano, seguidos de
tetrahidrofurano e acetona de acordo com Pettit et al.(1987) para possivel extracao
da CA4. Além disso, para avaliacdo in vitro da atividade citotdxica e antimicrobiana
foram realizadas extracdes em acetato de etila, cloroférmio e metanol. Foram
detectados a possivel presenca da CA4 em todos os 6rgdos das plantas extraidos
com tetrahidrofurano e as maiores concentracdes foram observadas nas folhas. A
atividade antitumoral dos extratos vegetais apresentaram as maiores inibicées contra
carcinoma (ovario 1Csp 10pg/mL™, rim ICsp 8,7pg/mL™ e mama ICsp 14,1ug/imL™) e
glioma.lCso 13,5ug/mL™. A outra parte das amostras (folhas, caules e raizes) foram
desinfetadas, fragmentadas e colocadas em meios de cultivo (Martin, BDA, Agar
agua) por 60 dias, 28°C. Foram isolados 405 fungos endofiticos e 159 apresentaram
atividade contra fitopatogénicos, 72% para Rhizoctonia solani e 28% para Pythium
aphanidermatum. As vinte e trés linhagens que apresentaram as melhores
atividades antifitopatogénicas foram submetidas a crescimento em Czapec em
cultura estacionaria, por 30 dias, a 28°C, os respectivos metabdlitos foram obtidos
em multiplo (3.0 e 11.0) e avaliados a atividade antimicrobiana contra bactérias
patogénicas e fungos. Quatro linhagens foram selecionadas, identificadas pelo
sequenciamento da regido 18S, CFE177 como Fusarium oxysporum, CFEO3 como
Hypocrea koningii, linhagem CFE108 como Aspesgillus oryzae e CFE391 como
Fusarium solani e avaliadas in vitro pelos testes biolégicos: atividade antitumoral,
antioxidante e antimicobactéria. Os compostos produzidos por A. oryzae CFE108
apresentaram potencial para bioprospeccdo, e de acordo com as atividade
citotoxicas as maiores ac¢des foram contra as linhagens linfoma histiocistica (J744),
mieloma murino (B16F10) e baixa citotoxidade para carcinoma de bexiga (ECV304)
e leucemia eritroblastica humana (k562) na concentracdo de 1mg/mL™. Foram
isolados dois compostos: SS-XL-32-01 identificado como bis-(2-etilhexil) ftalato
(DEHP) e SS-XL-20-1 identificado como fenol, 2.2 metilenobis[6-(1,1-dimetiletil)-4-
etil], ambos com atividade anticancer para células HeLa com percentual de ate 98%
e 71%, de morte, respectivamente. Alem disso, a modificagdo através da reacdo de
metilacdo do composto SS-XL-32-1 resultou na quebra do anel aromatico, formagéo
de 4 subprodutos e perda da atividade, sendo um indicativo do sitio ativo da
molécula responsavel pela atividade observada. Portanto, fungos endofiticos de
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plantas do semiarido brasileiro podem ser considerados fonte de bioprospeccao para
novas moléculas bioativas com atividade antitumoral.

Palavras-chave: Semiarido; Caatinga; Combretum leprosum; Fungos endofiticos;
Bioprospeccao; Aspergillus oryzae; Atividade antitumoral;
Metabdlito secundario
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ABSTRACT

Bioprospection of biomolecule isolated from endophytic fungal of Combretum
leprosum from Caatinga biome

The micro-organisms that reside in the aerial tissues and roots of plants
(endophytic or endophyte) became the focus of interest for being involved in the
chemical production such as enzymes, alkaloids, antibiotics, anticancer and different
metabolites. The ecosystems of tropical region have been targeted search of natural
compounds because of the richness of species and ecological niches present in
these communities. The aim of this work was the isolation, identification and
bioprospection for endophytic fungi from Combretum leprosum and detection in
extracts of the plant and micro-organisms for the presence of the combretastatin
(CA4). Leaves, stems, fruits and roots of C. leprosum were collected from five states
within the semi-arid zone of Brazil: Bahia, Piaui, Ceara, Paraiba, Rio Grande do
Norte. Part of the samples were crushed and subjected to maceration in
dichloromethane, followed by tetrahydrofuran and acetone according to Pettit et al.
(1987) for extracting the possible CA4. Moreover, for in vitro evaluation of the
cytotoxic and antimicrobial activity extractions were carried out in ethyl acetate,
chloroform and methanol. Were detected the possible presence of CA4 all plant
organs extracted with tetrahydrofuran and the highest concentrations were observed
on the leaves. The antitumor activity of plant extracts showed the highest inhibition
against carcinoma (ovary 1Csg 10ug/mL™, kidney ICso 8.7 pg/mL™ and breast ICs
14.1 ug/mL™) glioma ICso and 13.5 mg-/mL™. The other part of the samples (leaves,
stems and roots) were disinfected, fragmented and placed in culture media (Martin,
PDA, water agar) for 60 days, 28°C. 405 Endophytic fungi were isolated and 159
showed activity against phytopathogenic, 72% for Rhizoctonia solani and 28% for
Pythium aphanidermatum. Twenty-three strains that showed good activities
antiphytopathogenic, were grow on medium Czapec in static culture, for 30 days at
28°C, the respective metabolites were obtained in multiples pH (3.0 and 11.0) and
evaluated the antimicrobial activity against pathogenic bacteria and fungi. Four
strains were selected, identified by sequencing the 18S region, CFE177 as Fusarium
oxysporum, CFEO3 as Hypocrea koningii, strain CFE108 as Aspesgillus oryzae and
CFE391 Fusarium solani, and evaluated by in vitro biological tests: antitumor,
antioxidant and antimicobactérium activity. The compounds produced by A. oryzae
CFE108 had biological potential and in accordance with the cytotoxic activity, showed
the highest activities against lymphoma lines (J744), murine myeloma (B16F10) and
low cytotoxicity for carcinoma of the bladder (ECV304) and leukemia erythroblastic
human (K562) in 1mg/mL™ concentration. Two compounds were isolated: SS-XL-32-
01 identified as bis-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), and SS-XL-20-1 as phenol
2.2methylenobis [6-(1,1-dimethylethyl) - 4-ethyl], both with anticancer activity for
HelLa cells with a percentage of up to 98% and 71%, of death, respectively. In
addition, modified by methylation reaction of the compound SS-XL-32-1 resulted in
the breaking of the aromatic ring and result in formation of four product and loss of
activity being indicative of the active site of the molecule can be the aromatic ring.
Therefore, endophytic fungi in semiarid Brazil plant can be considered a source of
bioprospection for new bioactive molecules with anticancer activity.
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1 INTRODUCAO

Por milhares de anos a diversidade genética tem sido fonte de farmacos, e
um nuamero expressivo de drogas modernas (por exemplo, na terapia
anticancerigena, antimicrobianas, antiparasitarias) sao isoladas de fontes natura-is
provenientes, principalmente, de paises com clima tropical e subtropical como o
Brasil. Tendo em vista, a riqueza de espécies e nichos ecoldgicos existentes nestes
ecossistemas, sendo entdo, amplamente utilizadas como alvo para bioprospeccéo

de novas biomoléculas com aplicabilidade farmacolégica, agricola e industrial.

As plantas e os micro-organismos cultivaveis sdo as principais fontes de
moléculas bioldgicas ativas e terapeuticamente Uteis, como alcalbides, terpendides
aromaticos e glicosideos. Contudo, observa-se que a maior parte dos estudos de
buscas de novos produtos naturais no Brasil, tem sido focado nas espécies vegetais
em busca de seus compostos ativos em relacdo a gama de efeitos biologico

tradicionais como antitumoral, antioxidante e hipoglicemico.

As comunidades biolégicas pouco exploradas ou inexploradas, tais como os
micro-organismos endofiticos, estdo frequentemente associadas a diversidade
biologica e diretamente relacionada a descoberta de moléculas quimicas com
potencial de atividade biolégica. Estes organismos habitam os tecidos internos de
espécies vegetais e produzem metabdlicos que desempenham funcbes favoraveis a
sua relacdo interespecificas com o hospedeiro. Uma vez isolado, selecionado e
preservado, um microrganismo produtor de biomoléculas de interesse, pode ser
submetido a pesquisa e desenvolvimento o que, as vezes, torna-se dificil com
plantas raras ou com crescimento lento. Nesse contexto, 0S microrganismos
endofiticos isolados de plantas medicinais do semiarido brasileiro, podem ser
considerados fonte promissora para bioprospeccdo de novos produtos naturais
resultantes do metabolismo microbiano, tendo em vista a sua aplicagao

biotecnoldgica.

Organismos associados as plantas podem oferecem compostos com
elementos terapéuticos, mas do que a propria planta, possibilitando a descoberta de

novas substéncias farmacologicamente ativas e com baixo impacto ambiental. A
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exemplo disto, tem-se o taxol um diterpendide extraido da casca de Taxus brevifolio,
com efeito contra cancer de mama e Utero, esta plantas possui o crescimento lento e
baixa producdo de taxol, contudo Stierle et al. (1993) isolaram do floema desse
hospedeiro o fungo endofitico Taxomyces andreanae, que quando cultivado em
meio semisintético, produz o taxol em maior quantidade. Tal endofitico constitui-se
em fonte alternativa para a producao desse farmaco e também contribui para evitar
desequilibrio ecolégico em funcdo da derrubada de T. brevifolia. Além disso,
segundo Azevedo (1998), este evento sugere a possibilidade de uma transposicéo

de genes entre fungos e plantas, indicando uma engenharia genética in vivo.

Espécies do género Combretum, pertencente a familia Combretaceae, séo
utilizadas na Africa, India e Tailandia como plantas medicinais para o tratamento de
hepatite, malaria, hanseniase e cancer. Estudos fitioquimicos destas plantas indicam
a presenca de triterpendides, flavondides, fenantrenos, taninos, saponinas,
estilbenos, polifendis responsaveis por tais acdes terapéuticas e que desenvolvem
funcBes antimicrobianas contra microrganismos fitopatégenos nas espécies que as
possuem. No Brasil, na regido do semiarido nordestino, tais géneros séo utilizadas
como anti-inflamatério, antitumoral, antidiarréico, entretanto, ha poucos relatos
fitoquimicos dos compostos responsaveis pelas acdes farmacoldgicas apresentadas,
principalmente no que se diz respeito a acdo antitumoral. Dentre os principais
compostos de importancia clinica extraidos desta familia em outros paises, as
combretastatin (estilbenos), com acédo antitumoral inibindo a divisao celular, tem sido
considerada uma das mais promissoras drogas anticancerigenas por seu excelente

mecanismo de acao.

Desta forma, este projeto tem como objetivo a bioprospeccédo de biomoléculas
obtidas de microrganismos endofiticos de plantas Combretum leprosum do
semiérido brasileiro e a deteccdo de compostos estilbenos em extrato desta planta e

dos micro-organismos.



29

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Principais

e Determinar a producdo de compostos quimicos do tipo estilbeno
(Combretastatin A4) por Combretum leprosum, planta pertencente a familia
Combretaceae com ocorréncia no semiarido do nordeste brasileiro;

e Bioprospeccdo de biomoléculas obtidas de linhagens fungicas endofiticas de
C. leprosum para a obtencdo de compostos com potenciais atividades

bioldgicas;

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar a espécie e coletar partes da planta (raizes, caules e folhas) da
familia Combretaceae;

e Avaliar a producédo pela espécie vegetal de compostos do grupo estilbeno
CA4;

e |solar micro-organismos endofiticos dos 6rgaos das plantas coletadas;

e Extrair metabdlitos secundarios dos isolados fungicos em diferentes meio de
cultura;

e Verificar a presenca compostos com atividades biologicas (antimicrobiana,
antioxidante e antitumoral), além do grupo estilbeno (Combretastatin A4) nos
extratos dos endofiticos isoladas;

e |solar, purificar e elucidar quimicamente 0s compostos em potencias para as
atividades bioldgicas testadas;

¢ Identificar taxonomicamente, por meio de técnicas moleculares, os endofiticos

produtores dos compostos de interesse;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Semiarido: Bioma Caatinga

No Brasil, a regido semiarida é caracterizada por ambiente com condicbes
singulares de clima, solo e um bioma heterogéneo. Esta zona esta locaizada quase que
exclusivamente na regido Nordeste dos pais, a qual € uma das cinco regidies
geopoliticas que o pais esta dividido e engloba 9 estados, apenas oito, a0 menos em
partes, estdo incluidos na regido semiérida: Alagoas, Bahia, Ceara, Piaui, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe) além do norte de Minas Gerais (regido
Sudeste), figura 3.1. Este area se estende entre 03- 17°S e 35-45° W e ocupa cerca de
900.000 Km?, cobrindo 8% do territério internacional (GIULIETTI et al., 2006).

O clima do Nordeste € um dos mais complexos do pais, devido a grande area,
com diferentes fisionomias de relevo, e especialmente a associacédo de dois sistemas
climaticos formados pelos alisios do Nordeste e Sudeste, 0o que propicia chuvas em
diversos periodos do ano e em diferentes quantidades criando uma diversidade e
instabilidade nos padrdes de precipitacdo anual. Estas condi¢cfes fisicas e climaticas
contribui para a formacédo de uma grande diversidade vegetacional a qual caracteriza a
regido semiarido. A precipitacdo na regido varia de super-umido, com uma precipitacéo
anual de até cerca de 2.000 mm/ano ao longo da costa, a até 300 mm/ano na zona
semiarida, no qual as chuvas ficam restritas a alguns poucos meses do ano, como por
exemplo no interior da Paraiba - Cariri e Rio Grande do Norte - Serid6. Desta forma, a
disponibilidade de agua é fator mais determinante para bioma caatinga (vegetacao e
fauna), como também para a exploracdo humana dos recursos naturais de toda a
regido (GIULIETTI et al., 2006).

A paisagem deste ambiente apresentam faixas de domininio vegetacional
especifico de cada local, essa passagem do litoral para o interior, com variagdo de
relevo e chuva, esta asociado a mudanga de paissagem, movendo-se da costa a cerca
de 100-200 km do litoral nordestino para o0 oeste oberva-se primeiramente uma
paisagem dominada Floresta Atlantica, exuberante e perenifélia (sempre-verde).
Continuando para o interior, com a diminuicdo de chuvas, a floresta tornan-se semi-
perenifdlias (algumas espécies perdem as folhas durante o periodo de seca) a

totalmente caducifélia (todas as espécies perdem as folhas durante o periodo de seca).
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Os dois ultimos tipos de florestas delimitam fitofisionomicamente a regido do Semiarido
do Brasil e constituem o Bioma Caatinga. O tipo de vegetacdo predominante no bioma
€ constituido por diferentes padrdes de caatinga (do tupi: caa = mata; tinga = branca).
Essas variam desde a estrutura de uma floresta muitas vezes espinhosa, 6-10 m de
altura, de semi a caducifélias e ervas anual, onde predominam especialmente as
leguminosas, até caatinga semi-arbustivas com predominancia de cactaceas,

euforbiaceas e bromélias (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Localizagcéo da zona de semiarido no Brasil. Mapa do nordeste apresentando as ecoregides
do bioma caatinga (SANTOS et al., 2010)
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Tais espécies sdo capazes de sobreviverem a restricbes hidricas, grandes
oscilacBes diarias de temperatura, alta insolacdo, ventos fortes e em solos rasos e/ou
arenosos. Em alguns ambientes rochosos, sdo encontradas algumas das
caracteristicas mais marcantes das plantas de campos rupestres, como sistemas
radiculares eficientes para fixacdo da planta (Orchidaceae, Bromeliaceae), mesmo que
sobre a rocha e sob acdo de ventos fortes; crescimento aéreo reduzido, com a maioria
das espécies até 1 m de altura; folhas pequenas e densamente arranjadas (espécies
de Lychnophora e Cuphea), de maneira a diminuir a superficie de incidéncia luminosa e
de evaporacéo; tolerancia a dessecacdo (espécies de Vellozia, Barbacenia e Trilepis
Ihotzkiana), viabilizando a ocupacéo de locais sob baixissima disponibilidade hidrica;
mecanismo fotossintético tipo CAM (espécies de Clusia, Orchidaceae, Bromeliaceae e
Cactaceae), possibilitando acumulacdo de CO; nas folhas espessas durante a noite, o
qgue diminui a perda de agua durante as trocas gasosas; sistemas subterraneos que
possibilitam a persisténcia das espécies apds fogo ou seca intensa (espécies de
Hippeastrum e Mandevilla); e rosetas que acumulam agua entre as folhas (tipicamente
nas Bromeliaceae). (BRZEZIECKI et al., 1993, GIULIETTI et al., 2006; GOMES et al.,
2006; SANTANA; SOUTO, 2006; TROVAO et al., 2007).

Na figura 3.2 podem-se visualizar as caracteristicas fisionbmicas do bioma
caatinga nos dois periodos de sazonalidade caracteristico deste ambiente, periodo em
gue as primeias chuvas sdo acompanhadas pela transformacéo de arvores e arbustos
secos com troncos e ramos desnudos e esbranquicados, em uma vegetacdo verde e

floragéo bem diversificada.



34

Figura 3.2 - Regides de ambiente de caatinga do semiarido brasileiro no periodo chuvoso e seca de

diferentes ambientes. (Fotografadas por Suikinai Nobre Santos, abril e novembro de 2010)

Recentemente, o governo brasileiro iniciou ag¢des para identificacdo de area
prioritaria para a conservacdo da diversidade biolégica, com base nos estudos
coordenados pela Conservation Internetional. Isto porque, a Caatinga foi reconhecida
como umas das 37 grande regiées naturais do planeta, pois € um ecossistemas que
ainda abriga, pelo menos 70% de sua cobertura original, desta forma, sé&o
considerados estratégicos no contexto das grandes mudancas globais (AGUIAR, 2002;
TABARELLI: SILVA, 2002). De forma mais especifica, a conservacdo da Caatinga é
importante para a manutencdo dos padrdes regionais e globais do clima, da
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disponibilidade de agua potavel, de solos agricultaveis, e de parte importante da
biodiversidade do planeta. Valem ressaltar que o bioma caatinga é o mais degradado
do semiarido, principalmente por pressdes antropicas, e possui menos de 1% de sua
area protegida em reservas resultando em ameaca real a extincdo de diversas
espécies. Diante disto, foram mapeadas 82 areas prioritrias para a conservagao,
dessas 27 foram classificadas como areas de extrema importancia biol6gica, como
mostra a figura 3.3. As medidas sugeridas para remediacdo e mudanca urgente deste
quadro foram: Atualizac&o da lista das espécies ameacadas em extincdo; comercio de
lenha e regras de reposicdo florestal; monitoramento as areas em processo de
desertificacdo; desenvolvimento e disseminacdo de tecnologias; fiscalizacdo do
cumprimento legal quanto a agricultura e pecuaria; bioprospeccdo e educacao
ambiental (TABARELLI; SILVA, 2002). Entdo, com base nesses dados e de distribuicdo
das espécies vegetais (HUEFS) de interesse foram estabelecidos os pontos de coleta

das amostras vegetais deste trabalho.
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Figura 3.3 - Mapa de areas prioritarias de conservacao e estudo cientifico para conservagéo da caatinga,
as areas em vermelhos seis sdo consideradas areas de importancia biolégica extrema e com

alto padréo de antropizacao

3.2 Metabolismo secundario, produtos naturais, bioprospeccéao

A biodiversidade representa um enorme reservatorio para a descoberta de novas
moléculas. No inicio do século 19, foi sugerido que duas classes principais de
metabolismo produzidos por plantas e micro-organismos, sendo o metabolismo
primario caracterizado como essenciais para a sobrevivéncia celular e propagacao
(hidrocarbonetos, proteinas, aminoacidos, lipidios). E a definicdo atualmente para
metabolismo secundario seriam amplamente todos aqueles compostos reguladores,
direto ou indiretamente em processos de crescimento, replicacdo e/ou apresenta
algum tipo de resposta (regulacao, inibicdo, estimulante) em células (eucariéticas ou
procariéticas) a nivel bioquimico e biolégico, em concentragbes minimas (BERDY,
2005).
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Em geral, as pesquisas em produtos naturais geralmente sdo norteadas pelas

seguintes vertentes:

X/
L X4

Ao acaso - em que todas as fontes sdo escolhidas independentemente de
conhecimentos anteriores sobre elas;

Taxondmicas — baseia-se num conhecimentos prévio de que um dado género ou
familia contém composto supostamente com interesse;

Etnofarmacolégica — é baseada no conhecimento de plantas utilizadas a fins
medicinais pelas popula¢gbes, e com base nessas informacdes, a planta é
submetida a estudos fitofarmacoldgicos;

Fitoquimica — compreende o estudo de um determinado tipo particular de
compostos com interesse bioldgico, por exemplo, alcaloides. Neste caso,
localiza-se uma familia, género ou espécie de acordo com a bibliografia, e
comprova-se a sua existéncia mediante ensaios quimicos em diferentes partes

da planta e, se necessario, em plantas com diferentes idades e sazonalidades.

Para a investigacao desses metabolitos, o caminho envolve a escolha as fontes a

serem utilizadas até aos estudos estruturais e de bioatividade, implica a colaboracao

interdisciplinar e multidisciplinar entre botanicos, fitoquimicos, quimicos organicos,

farmacologistas, toxicologistas e bioldgicos ligados a biologia molecular como mostra

0 esquema da figura 3.4.
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Figura 3.4 - Representacao esquematica dos procedimentos globais para bioprospecc¢éo de produtos

naturais (Adaptado, BERDY 2005)
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3.3 Familia Combretaceae

A familia Combretaceae compreende aproximadamente 600 espécies em 20
géneros de arvores, arbustos e lianas, com distribuicdo nas regifes tropicais e
subtropicais, especialmente na Africa, centro de dispersdo da familia (TAN et al.,
2002; LINSINGEN, 2007; PETTIT et al., 1987). Apresentam muitas espécies nas
Florestas Tropicais do sudeste da Asia e nas Américas, Savanas, Indianas e
Brasileiras, Florestas Equatoriais e do Congo, assim como has zonas costeiras
tropicais das Américas, Africa e Asia (LINSINGEN, 2007).

Os géneros mais representativos sdo Combretum Loefl e Terminalia L. que
em conjunto representam 450 espécies (MARQUETE; VALENTE, 2005). Muitas
espécies da familia apresentam valor econdémico, principalmente na industria
farmacoldgica, madeira e ornamental, além disso, incluem também quatros espécies
de mangue de trés géneros Lumnitzera willd., Laguncularia Gaertn., f. e Conocarpus
L. Esta familia foi tradicionalmente posicionada na ordem Myrtales desde Brown
(1810), e seus tratados foram suportados por recentes estudos moléculas (CONTY;
SYTSMA et al., 1996). Na figura 3.5 esta representada o cladograma que demonstra
as afinidades e as relag@es filogenéticas entre as espécies da familia Combretaceae
(TAN et al., 2002).
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Figura 3.5 - Cladograma demonstrando as afinidades entre as subfamilias, tribos e géneros da familia
Combretaceae (TAN 2002)

Espécies do género Combretum, sdo utilizadas na medicina tradicional por
milhares de anos na Africa, india e Tailandia no tratamento de varias doencas,
incluindo malaria, hepatite, hanseniase, anti-inflamatéria e anticancerigena (PETTIT
et al., 1987; McGAW et al., 2001). No Brasil ocorrem nove géneros, sendo seis dos
quais ocorrem no nordeste brasileiro com representantes na caatinga, cerrado,
campos rupestres, restingas e florestas (GIULIETTE, 2006). No nordeste brasileiro
(principalmente na Bahia, Pernambuco e Piaui), sdo utilizadas terapeuticamente no
tratamento de uma gama de doencas como, sifilis, dermatoses, Ulcera, resfriado,
tosse, diabetes, inflamacao, antitumorais (GIULIETE, 2006; LINSINGEN, 2007).
Dentre as principais encontradas estdo a C. jacquim (casca para tratamento de sifilis

e dermatoses), C. hilarianum, C. lanceolatum (casca para o tratamento de ulcera), C.
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leprosum (as folhas séo usadas para resfriado e tosse), C. mellifluum, C. parviflorum,
Buchenavia Titraplylla, Conocarpos erectus (casca para sifilis e diabetes),
Laguncularia racemosa (as folhas séo usadas para dor de dente) T. actinophyllo, T.
argentea (casca para bronquite, gastrite, inflamacéo e a resina para constipacgéo), T.
catappa (casca e folhas para febre, tosse, cistite, calculo, antitumoral), T. fagifolia
(anti-inflamatorio, antitumoral), T. brasiliensis, T. australis (casca para diarréia)
(COELHO et al., 2005). Entretanto, apesar dos inUmeros relatos etnofarmacoldgicos,
sobre 0 uso dessas espécies de plantas na medicina tradicional de comunidades
regionais, ha poucos estudos fitoquimicos de caracterizagdo e sintese dos
compostos responsaveis pelas acdes terapéuticas apresentadas, principalmente no
gue se diz respeito a acdo antitumoral.

Contudo, os conhecimentos sobre os compostos relacionados a esta familia
em outros paises, relatam o isolamento de diferentes compostos que podem ser
responsaveis pelas atividades terapéuticas, por exemplo, de C. melliflumm isolaram
triterpenos pentaciclicos, de C. apiculatum, C. molle e C. hereroense isolaram
fenantrenos, dihidrofenatrenos e bisbenzenos todos apresentando acéo
antimicrobiana (LETCHER; NHAMO, 1971; LETCHER et al.,, 1972; LETCHER;
NHAMO, 1973). Assim como Pettite et al. (1987) extraio de C. caffum e do C.
kraussio substancias do grupo estilbenos (Combretastatins) que apresentaram
atividade citotoxica e forte atividade antitumoral em ensaios pré-clinicos. Baba-
Moussa et al. (1999) isolou taninos e saponinas de C. nigricans e T. avicennioides.
Das espécies de C. hereroense, C. psidioides, C. apiculatum e C. caffrum, foram
isolados varios tipos de aminoacidos (PELIZZONI et al., 1994; PETTIT et al., 1987,
BRAGA et al., 2007).

3.3.1 Combretum leprosum

A espécie Combretum leprosum Mart. et Eicher (Figura 3.6) pertence a planta
da familia Combretaceae, endémica do Brasil, amplamente distribuida em regido de
caatinga do semiarido nordestino brasileiro. E popularmente conhecida como
mofumbo, mufumbo, carne de vaca ou cipoaba (LOPES et al., 2010). Apresentam
caracteristicas ao clima semiarido, pendendo as folhas e frutos no periodo de

estiagem assemelhando-se arbustos secos, entretanto, nas primeiras chuvas
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surgem novos brotos foliculares e estruturas reprodutivas (inflorescéncias e frutos),
figura 3.6. Tais caracteristicas adaptativas possivelmente podem ser resultantes da
producdo de metabolismo secundarios que biorregulam processos na planta
auxiliando na sua manutencdo nestes ambientes. Estudos etnofarmacologicos
mostram o uso medicinal da planta no tratamento de véarias doengas como, por
exemplo: tumores, febres, inchagos, desconfortos estomacais, antiinflamatorio,
anticolinesterasica e analgésica, como cicatrizante, na prevencdo de irritacbes
cutaneas e na limpeza de feridas, na contencdo de hemorragias, antitussigeno e
expectorante, contra venenos de cobras (PIETROVSKI et al., 2006, AGRA et al.,
2007; LOPES et al., 2010).

Figura 3.6 - Combretum leprosum, (A) época chuvosa, (B) época seca com perda de folhas, (C, D)
fruto verde na época chuvosa, (E, F) flor e inflorescéncia, (G, H e ) fruto época seca.

(Fotografias por Suikinai Nobre Santos, 2010)
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Quimicamente foram isolados das folhas e raizes de C. leprosum acido
arjundlico (apresentou atividade antiinflamatoria), acido méalico, acidos graxos, o
triterpeno 3[3,6,16B-trihidroxilup- 20(29)-eno (TTHL) (capaz de inibir a nociocepc¢éao
provocada em diferentes modelos como a hiperalgesia visceral), flavonoides
glicosilados, 3-O-metilquercetina e quercetina (atividade antioxidante). Anélises do
extrato etandlico das folhas demonstraram que 0s monossacarideos sdo 0s
principais componentes (80%), os triterpenos representam 10%, estando entre eles
0 acido arjundlico e TTHL que sao triterpenos pentaciclicos. O extrato ainda contém
5% de oligossacarideos e 3% de &cidos graxos Alem disso, a fragdo hexéanica
proveniente do extrato etandlico resultou no isolamento e identificacdo da
picatequina, lupeol e da mistura de esterdides estigmasterol e sitosterol (FACUNDO
et al., 1993, MENESES et al., 2003;FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI et al.,
2006).

Embora ndo sejam muitos, os estudos envolvendo a investigacdo das
atividades biologicas de C. leprosum apontam para acdes semelhantes aquelas
observadas em outras espécies do género Combretum como atividade
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria. Além disso, corroborando com o uso
popular, o extrato das frutas de C. leprosum demonstrou propriedades antiofidicas
ao inibir a atividade proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu e também a
hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca, o que demonstra a habilidade da
espécie em inibir importantes atividades causadas pelo veneno de Bothrops
(FERNANDES et al., 2007).

Assim, Combretum leprosum € uma importante op¢do na medicina popular
para o tratamento de problemas dermatolégicos e lesdes na pele, e apesar de
existirem alguns trabalhos estudando suas atividades bioldgicas, ainda ndo existem
dados cientificos que comprovem sua eficacia torna-se interessante investigar as
propriedades biolégicas e suas relacdes metabdlicas com micro-organismos

hospedeiros (endofiticos), o qual ainda possui poucos dados cientificos acerca disto.

3.4 Estilbenos: fontes de biomoléculas de interesse

Plantas elaboram uma ampla quantidade de produtos naturais, 0s quais estéo

envolvidos em vantagens seletivas contra estresses ambientais. Entre eles, os
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fenilpropanoides sdo as maiores familias de metabolitos secundarios envolvendo a
respostas da planta para varios estresses biéticos e abioticos. Muitos feilpropanoides
sdo compostos antimicrobianos sintetizados em respostas ao patégeno ou a ataques
herbivoros e classificados como fitoalexinas. Contudo, outras vias tém sido descritas
como indutores de producao de fenilpropanoiddes, tais como, sinalizadores em
resposta a defesa, protecao contra danos causados pela radiacdo UV e aumento da
biodisponibilidade de nutrientes recalcitrantes (DONNEZ et al., 2009; SHEN et al.,
2009).

Estilbenos sdo uma classe de polifendis com registro de producdo ate entao
pelas plantas, ativos biologicamente, apresentam em sua estrutura quimica dois
anéis aromaticos ligados por dois carbonos, com baixo peso molecular, sédo
derivados do metabolismo secundéario de plantas e sintetizados como resposta a
varios tipos de estresses (CAO et al., 2008; HEYNEKAMP et al., 2006; MARK et al.,
2008; KING et al., 2008). Ultimamente tém atraido grande interesse devido a sua
intrincada estrutura biolégica e apresentam atividades diversificada com potencial
em aplicacdes terapéuticas ou preventiva. Estudos sobre as atividades bioldgicas
revelam importancia de bioprospeccdo dos compostos naturais derivados deste
grupo, pois apresentam atividade xenobidticas em células animais, neuroprotecao,
modulacdo imunoldgica, contudo, atualmente em ensaio pré-clinicos revelam
potentes inibidores de crescimento de varias células cancerigenas (INGHAM, 1976;
INAMORI et al.,1987; MANILA et al., 1993, PATTICHIS et al., 1993). No entanto,
estiibenos ndo tém uma ampla distribuicdo no reino, tém sido principalmente
encontrado em espécies de vinte e trés familias, tais como Ciperaceae,
Dipterocarpaceae, Gnetaceae, lIridaceae, Leguminosae (Fabaceae), Moraceae,
Orchidaceae e Poligonaceae (SHEN et al., 2009). Entre estes familias, a
Leguminosae apresenta o maior numero de novo estilbenos monoméricas, enquanto
o Dipterocarpaceae é a mais rica fonte de novos estilbenos oligoméricos.
Combretastatins, uma série de estilbenos bioativos (combretastatin  série A),
bisbenzil (série B), fenantrenos (série C), e lactonas macrociclicas (série D), tém sido
obtido a partr de uma especie arbustiva da Africa Combretum caffrum
(Combretaceae), e foi apartir desta especie que foi realizado o primeiro isolamento
de Combretastatin-1 em 1982 (PETTIT et al., 1987). Dentre os quais, 0 resverastrol
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e as combrestatinas sdo 0s mais destacados como prototipos para novas drogas
antitumorais, antioxidantes e contra doencas coronarianas (PETTIT; GREALISH,
2003; CHUNG et al., 1992; GOLDBERG, 1996; PACE-ASCIAK et al., 1995).

As Combretastatins inclui A-1 a A-5 (Figura 3.7), e tém apresentado acao
anticancerigenas agindo como inibidores da polimerizacdo dos microtubulos in vitro,
impedindo a divisdo celular e por conseguinte inibindo o crescimento tumoral,
estudos focado no mecanismos de acdo antitumoral sugerem efeito anti-mitotico por
ligacdo na tubilina (PETTIT et al., 1987; SRIVASTAVA et al., 2005; MILITAO, 2007;
PELIZZONI et al., 1994). A pro-droga combretastatin A-4 fosfato (CA4-P), provou ser
0 mais potente dos candidatos das Combretastatins, com um IGso de 3,20 nM em
um projeto de screening antitumoral de acordo com NCI60 e outros analogos estao
atualmente a ser investigados em varias fases de ensaios clinicos e suas estruturas
foram estabelecidas por espectros de RMN e ainda confirmada por sintese
(SRIVASTAVA et al., 2005).
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Outro exemplo de estilbeno de interesse € o resveratrol, considerado
atulamente um dos produtos naturais mais estudados. Foi inicialmente isolado por
Takoaka em 1940, a partir da raiz heléboro branco. Apresentam importancia
farmacoldgica nos estudos indicam ser um agente quimiopreventido do cancer,
baseado na acdo do efeito inibitorio da iniciacdo, promoc¢éo e progressao do tumor
(JEANDET et al., 1991; MANILA et al., 1993; JANG et al., 1997; UENOBE, 1997).
Centenas de estudos tém relatado que o resveratrol pode impedir ou retardar a
progressdo de uma grande variedade de doencas, cardiovasculares, bem como
estender a expectativa de vida de varios organismos. E uma fitoalexina sintetizada
em quantidades consideraveis na casca de uvas, framboesas, amendoins, e por
espécies de plantas comestiveis e medicinais em respostas a condicfes de
estresses (ROCHA-GONZALEZ et al., 2008). No entanto, evidéncias in vivo, bem
como em seres humanos estdo ainda em falta. Assim, novas investigacdes sobre 0s
efeitos farmacoldgicos do resveratrol in vivo sdo necessarias antes de qualquer

conclusao sobre seus efeitos sobre doencgas neurodegenerativas podem ser obtidas.

3.5 Diversidade funcional e quimica dos metabdlitos secundarios microbianos

A maioria das importantes biomolecular usados no tratamento quimioterapico
€ desenvolvida a partir de produtos naturais quimicos e fitoquimicos obtidos
principalmente de micro-organismos e plantas (DEMAIN, 1999). Entre os agentes
derivados de linhagens bacterianas incluem como membros as antraciclinas,
bleomicinas, actinomicinas, mitomicina C, que foram extraidas de Streptomyces spp.
e agem inibindo a transcricdo bloqueando o crescimento de algumas células
(CRAGG et al.,, 1997). Exemplos de derivados dessas drogas que ja foram
aprovadas para o0 uso clinico sdo: daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina, e estreptozocina. As antraciclinas sdo os agentes antitumorais mais
utilizados dente o0s quimioterapicos antitumorais agindo na inibicdo da
topoisomerase Il (ROCHA et al., 2001; BINASCHI et al., 2000; DEMAIN, 1999).

O Paclitaxel e alguns de seus derivados representam o primeiro grande grupo
de agentes anticancerigenos produzidos por endofiticos. Inicialmente foi isolado da

espécie vegetal Taxus brevifolia, na década de sessenta como um agente citotdxico,
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sendo descoberto depois que atuava como estabilizador de microtubulos impedindo
a divisao celular (WALL; WANI, 1995; KINGSTON, 1996). Posteriormente, o0
isolamento do fungo endofitico Taxomyces andreanae a partir da casca de T.
brevifolia abriu nova etapa para a produgéo do taxol permitindo a sua produgéo por
fermentacdo (50ng/L), comprovando a importancia dos endofiticos na producao de
metabdlitos bioativos (TAN; ZOU, 2001; STIERLE et al., 1993; STROBEL; DAISY,
2003; PINTO 2003). Li et al. (1996) isolaram Pestalotiopsis microspora de plantas do
Nepal, T. wallichiana, e observaram que este fungo endofitico produz taxol em nivel
proximo a sua utilizacdo comercial, especialmente quando inibidores de sintese de
esterois sao adicionados ao meio de fermentacdo, mudando o fluxo do carbono do
ergosterol para o taxol.

Wagenaar e Clardy (2000), obtiveram um novo alcaléide denominado de
citochalasina, produzido pelo fungo endofitico Rhinocladiella sp. isolado de
Tripterigium wilfordii, nativa da Eurasia. Este composto apresenta elevada atividade
antitumoral e foi identificado como 22-o0x0-12 citochalasina (PINTO, 2003).

Diversos micro-organismos endofiticos produzem comumente varios produtos
naturais mais do que diversas plantas superiores, além disso, esta producédo nao é
confinada simplesmente a Unica espécie, isto por que, a diversidade genética e
bioguimica destas comunidades e seus hospedeiros sdo enormes (STROBEL;
DAISY, 2003).

Dentre os fungos microscopicos, os Ascomicotas e varios outros filamentosos
endofiticos sdo os mais significativos e frequentemente produtores de compostos
com cerca de um total 6400 produzidos, principalmente de espécies como
Aspergillus, Penicillum e Fusarium 950, 900, 350 respectivamente. Além deles varios
outras espécies filamentosas e endofiticas (Trichoderma, Phoma, Alternaria,
Acremonium e Stachybotrys), sdo também bons produtores,com varias centenas de
compostos bioativos identificados apartir deles. Os basidiomicotas (macrofungos)
exemplificados pelas especies Ganoderma, Lactarius ou Aureobasidium,
apresentam cerca de 2000 compostos ativos, enquanto as leveduras e o0s
ficomicotas, sdo as que produzem em menor quantidade, apenas 140 espécies
bioativas e com 60 metabolitos isolados. O total de bioativos provenientes de
linhagens fungicas sdo aproximadamente de 8600, representando 38% de todos os
produtos microbianos (BERDY, 2005).
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Os compostos quimicamente fungicos séo relativamente simples, mais
exibem diversas atividades bioloégicas com efeitos fitotoxicos e principalmente
atividades farmacolégicas. A exemplo disto temos, as beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas), as estatinas de ciclosporina, e outros (mevinolina, compactina,
lovastatina, pravastatina, atrovastatin) (GRABLEY, SATTLER, 2003; MITCHELL et
al., 2008; STADLER, KELLER, 2008). Recentemente, é inquestionavel que o
interesse de todos os tipos de espécies de fungos, mas principalmente os endofitica
e 0s chamados fungos marinhos como possiveis maiores fontes de novos bioativos
compostos. Isto porque, a expansdo de amplos métodos de ensaios rapidos,
conduzidos pelo aumento de do nimero de fungos "né&o identificado" como bioativo
produtores de metabdlitos (mais de 250 novos metabdlitos nos ultimos dois anos),
tem sido visualizados principalmente pelo numero de  patentes
(SURYANARAYANAN et al., 2009). A continua necessidade de disponibilizacdo de
novos produtos farmacéuticos requer pesquisa e desenvolvimento de novas
substéancias para o tratamento de tumores (CRAGG; NEWMAN, 2005).

3.6 Micro-organismos endofiticos

Sao considerados micro-organismos endofiticos, principalmente fungos e
bactérias, que habitam no interior das plantas, podendo estabelecer relacbes
simbidnticas, neutra ou antagonista com os hospedeiros (PETRINI; FISHER, 1988;
CARROLL, 1988). Os micro-organismos endofiticos podem colonizar o interior das
plantas em alguma fase do seu ciclo de vida, sendo encontrados em diversos 6rgaos
e tecidos vegetais como folhas, ramos e raizes aparentemente sem causar dano a
planta hospedeira. Azevedo (1998) relata que, os endofiticos sdo distintos dos
fitopatdgenos, que causam doencas em plantas e também diferem dos epifiticos,
gue habitam na superficie dos 6érgdos e tecidos vegetais. Estas distincdes sao
apenas didaticas, uma vez que, pode ocorrer sobreposicdo entre estes grupos
microbianos dificultando sua separacéo.

Outros grupos microbianos, como fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de
nitrogénio também vivem associados aos seus hospedeiros e podem ser
considerados endofiticos. Entretanto, os fungos micorrizicos sao diferentes de outros

endofiticos da raiz porque possuem estruturas externas, como hifas. Igualmente,



48

bactérias fixadoras de nitrogénio como Rhizobium, também apresentam estruturas
externas, os nédulos, sendo possivel distingui-los de outras bactérias endofiticas da
raiz. Estes dois grupos microbianos sdo muito estudados e sua associacao com as
plantas sdo bem conhecidas (AZEVEDO et al., 2000; PINTO, 2003).

Os endofiticos, da mesma forma que os fitopatbgenos, apresentam a
capacidade de penetrar na planta e se disseminar sistematicamente, habitando de
forma ativa o apoplasto do hospedeiro (PINTO, 2003; SALERMO et al., 2000).
Estudos como os de Kogel et al. (2006), Akiyama et al. (2005), Bhat et al. (2005),
Genre et al. (2005), Opalski et al. (2005), propéem um esquema com possivel
mecanismo de colonizacao desenvolvidos por fungos simbiético enddfitos biotrofico

e patoégenicos, figura 3.8.
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Figura 3.8 - Esquema exemplificando o possivel mecanismo de colonizagdo desenvolvidos por fungos

simbidtico enddfitos biotrofico (a-e) e patogenicos (f-j) (KOGEL et al., 2006)

Desenvolvimento simbiético de endofitos biotrofico e patégenos. (A) Uma vez
gue esporos fungico germinam e o tubo germinativo se aproxima de uma raiz, e a
ramificacdo de hifas é desencadeada por 5-desoxi-estrigol. Em contacto fisico, o

fungo forma um apressorios, o qual aparentemente induz o movimento do nucleo
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planta para o local de contacto. (B) Elementos do citoesqueleto e do reticulo
endoplasmatico formam aparatos para a pre-penetracdo ao longo do eixo nuclear.
(C) A estrutura é introduzido por uma infeccdo hifa, a partir do qual (d) colonizacéo
do cortex da raiz inicia. Infestacdo inicial € acompanhada por uma inducdo
equilibrada de genes envolvidos no sistem imune das plantas. (E) Quando o fungo
finalmente chega ao cértex interno, ele penetra na parede celular e constréi uma
estrutura de rede de hifas, o arbusculo. Arbuscule contendo células tém estruturas
especificas do citoesqueleto e acumular, especeis reativas de oxigénio. Enquanto
arbuscules desenvolvem e morrem, o fungo espalha ainda mais na raiz e também
coloniza o solo circundante. HA que leva o0s nutrientes minerais, que s&o
transportados para a raiz e trocada por carboidratos. (F) Uma vez que o oidio
fungico germina, ela forma um apressoério para penetracdo na parede celular do
hospdeiro. (G) Apressorios aparecem para induzirem a liberacdo de sinais para a
formacao de dominios de membrana (amarelo) em que fatores de susceptibilidade e
de defesa do hospedeiro sédo recrutadas. Em uma interacdo compativel, o niacleo de
acolhimento transientemente migra para o sitio de penetracdo (ndo mostrado) e
alguns filamentos de actina (Vermelho) polarizam este site. (H) durante a
penetracdo, a membrana da célula hospedeira é formado em torno da estrutura de
absorcao fungica (verde), que esta intimamente envolto por filamentos de actina e
liderada por um anel de actina em torno da ponta crescente. (I) Quando o haustério
amadurecem, uma malha de actina cortical € mantido em torno do haustorial,
enquanto acontece a polarizacdo da actina. (J) Eventualmente, o parasita
estabelece haustérios secundario e cumpre o seu ciclo de vida, produzindo uma
nova geracao de conidios.

Os processos evolutivos na interacdo entre planta e endofitico envolvem
fatores bibtipos e abibtipos, que ainda ndo sdo completamente compreendidos.
Entretanto, algumas contribui¢cdes significativas para a viabilidade do vegetal foram
atribuidas a estes micro-organismos, que podem atuar como agentes controladores
de espécies fitopatdgenas, atuarem no controle de insetos, na protecdo da planta
contra a herbivora, na producéo de fitohorménios e ainda, atuar como otimizadores
de crescimento e enraizamento da planta hospedeira, assim como elevar sua
resisténcia e estresses bibticos e abidticos (AZEVEDO et al., 2000; HALLMANN et

al., 1997). A comunidade endofitica exerce estes efeitos favoraveis na planta porque
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€ capaz de produzir compostos quimicos como enzimas, alcalbides, antibidticos e
diferentes metabdlitos, os quais favorecem a adaptacdo da planta perante condigbes
adversas. A sintese destas substancias € induzida por condi¢cdes de estresse da
planta hospedeira como: falta de agua, presenca de substancias toxicas ou ataque
de patégenos ou insetos, que afetam a interacdo da planta com o meio ambiente
(NASCIMENTO, 20086).

3.6.1 Diversidade de micro-organismo endofiticos

Os micro-organismos geram, somente pela sua utilizacdo em processos
biotecnolégicos, bilhdes de dolares por ano, embora a biodiversidade seja a base
genética da biotecnologia para o desenvolvimento de processos e produtos de
interesse econdmico e/ou social, a preservacao da diversidade microbiana € pouco
considerada (BULL et al., 2000; CERIGIOLI, 2005).

A constatagdo de comunidades microbianas endofiticas em tecidos de plantas
saudaveis tem sido relatada para muitas espécies cultivadas, e em diferentes
estagios de crescimento. Os grupos de fungos e bactérias sdo os mais comuns
endofiticos isolados, contudo, outros grupos microbianos como micoplasmas e
arqueobactérias certamente existem como endofiticos de plantas mas ainda ndo se
tem evidéncias (STROBEL; DAYSE, 2003). Os géneros mais comumente isolados
incluem: Ascomycetos, Colletotrichum, Xylaria, Phomopsis, Fusarium, Pestaloliopis,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas e Xantomonas
(RODRIGUES et al., 2000; ZOU et al.,, 2000; JACOBS et al., 1985; HINTON;
BANCON, 1995; McINROY; KLOPPER, 1995).

O numero de espécies de bactérias endofiticas isoladas de uma determinada
planta estd diretamente associado a parte do hospedeiro que é utilizada no
isolamento. Diferencas nas flutuagbes populacionais de bactérias endofiticas tém
sido associadas ao genotipo das plantas, as condigbes ambientais e aos seus locais
de origem (CERIGIOLI, 2005).

A evolucdo das metodologias da biologia molecular aplicadas ao estudo do
meio ambiente tem contribuido para um grande avanco do conhecimento sobre a
diversidade microbiana. Resultados de estudos dependentes e independentes dos

isolamentos e cultivo, baseados em amplificagcdo e seqienciamento de fragmentos
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dos genes de RNA 16S e 18S (rDNA 16S e 18S), demonstram que a diversidade de
micro-organismos em amostras ambientais é ampla (HEAD et al., 1998; HUNTER-
CEVERA, 1998).

A aplicacdo destas metodologias no estudo da diversidade de micro-
organismos tem permitido a descoberta de um numero extenso de novas linhas
evolutivas nesse grupo. Métodos independentes de cultivo tendem a completar os
métodos baseados em isolamento e cultivo para a realizacdo de levantamento e
comparacdes da composicao, diversidade e estrutura de comunidades microbianas
(HUGENHOLTZ; PACE, 1996; HUGENHOLTZ et al., 1998).

Os beneficios cientificos esperados a partir de um melhor entendimento sobre
a diversidade microbiana sdo extensos. Entre eles estdo a compreensdo da
funcionabilidade da comunidade nos ambientes terrestres e o conhecimento de suas
interacbes com outros componentes da biodiversidade, como por exemplo, as
plantas (CANHOS; MANFIO, 2007). Neste aspecto, varias pesquisas tém explorado
a diversidade de micro-organismos associadas as plantas, obtendo-se novas
informacBes para o conhecimento de mecanismos envolvidos na interacdo micro-

organismos-planta.

3.6.2 Importancias do estudo de micro-organismos endofiticos

O conhecimento atual sobre as potencialidades de uso dos micro-organismos
endofiticos como fonte para novos metabdlitos secundarios, mostra uma fonte rica e
confiavel de diversidade genética e novas espécies descritas. O que pode levar a
crer que, NOVOS micro-organismos certamente estdo associados com novos produtos
naturais com aplicabilidade biotecnoldgica.

Pesquisas relatam que, interacdes entre micro-organismos endofiticos
propiciam melhor desempenho nas plantas como aumento da area foliar e maior
namero de ramificacdes (LATCH et al., 1984) maior tolerancia ao ataque de insetos
e a seca (WEST et al., 1990). Quando estas linhagens cultivadas in vitro podem
produzir antibidticos, tornando alvos de busca desses produtos e de outros
metabolitos secundarios de interesse farmacologico (FISHER et al., 1994,
CALHOUM 1992; STIERLE et al.,1993). Além disso, o potencial das bactérias

endofiticas para o desenvolvimento de novos sistemas de hospedeiro e vetor, para
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utilizacdo em processos fermentativos ou na introducdo de genes heterélogos em
plantas tem sido demonstrado por Downing et al. (2000).

Neste contexto, a literatura exemplifica varias substancias potencialmente
Uteis isoladas de micro-organismos endofiticos de plantas medicinais, Zou et al.
(2000) isolou Colletotrichum gloeosporioides, um fungo endofitico de Artemisia
mongolica, que sintetiza acido coletétrico que apresenta atividade antimicrobiana.
Criptocandina A, um lipopeptideo antimicético, produzido pelo fungo endofitico
Cryptosporiopsis cf. quercina isolado da planta medicinal Tripterigeum weefordii
(Celastraceae) demonstrou excelente atividade antifingica contra Candida albicans,
Histoplasma capsulatum, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e contra
fitopatdégenos, incluindo Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinérea (STROBEL;
DAISY, 2003).

O fungo endofitico Muscudor vitigenus isolado da Paullinia paullinoide na
Amazonia, produz naftaleno que atua como um repelente de insetos (DAISY et al.,
2002). Na tabela 3.1, estdo exemplificados alguns produtos naturais obtidos de

fungos endofiticos.
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Figura 3.9 - Compostos Naturais isolados de fungos endofiticos e com ac¢éo bioldgica interessante
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3.7 Técnicas para a obtencdo de metabdlitos microbianos e para a selegcao de
substancias bioativas

A metaboldmica € andlise comparativa dos metabdlitos encontrados em
conjuntos de semelhantes de amostras biologicas, como caldos fermentados. Para
pesquisas de metabdlitos bem sucedidas requer eficazes sistemas de extracdes e
para metabdlitos ndo—alvos, sendo que os métodos de extracdo necessitam capturar
uma ampla quantidade de metabdlitos celulares e biofluidos, excluindo
componentes, tais como proteinas que ndo sdo destinadas as andlises. Segundo
Sana, Waddell e Fischer (2008), do Instituto de Pesquisa de Scripps (TSRI),
trabalhando com andlises de extratos organicos através de andlises
espectrométricas, verificou-se que a mudanca do pH (acido e basico) do meio a ser
extraido causa um aumento significativo na disponibilidade das diferentes moléculas,
cerca de 45% de metabolitos Unicos a mais foram retirados quando comparado a
mesma extracdo em pH neutro (7,0).

Para a obtencdo de compostos bioativos de fontes microbianas, varios
processos para a extracdo e a purificacdo dessas biomoléculas foram
desenvolvidos, a determinacdo das caracteristicas do produto e das principais
impurezas é fundamental no sucesso da selecdo das operacfes subsequentes de
purificacdo propriamente dita, uma vez que o fracionamento esta baseado nas
propriedades fisico-quimicas das moléculas envolvidas (MACIEL, 2002). Além disso,
0s processos de purificacdo, ndo podem ser aplicados de uma forma Unica, pois 0s
produtos sdo altamente diversos, principalmente devido as caracteristicas fisico-
guimicas especificas (como &cidos organicos, antibidticos, polissacarideos,
horménios, peptideos) impedindo o uso de uma Unica técnica com este propdsito
(KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001).

O processo de purificagéo inicial, resumidamente, compreende as seguintes
etapas: separacdo das células e residuos do meio de cultivo (clarificacdo);
concentracéo e/ou purificacdo de baixa resolugao, a qual compreende a separagéo
da molécula alvo (biomolécula) em relagcdo a moléculas com caracteristicas fisico-
guimicas significativamente diferentes (adgua, ions, pigmentos, acidos nucléicos,
polissacarideos e lipideos); purificacdo de alta resolu¢do, processo que ocorre a

separacdo de classes de moléculas com algumas caracteristicas fisico-quimicas
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semelhantes, como por exemplo, proteinas. Além disso, para produtos associados
as células é necessério efetuar o rompimento celular, processo que é efetuado sobre
0 adensamento de células obtido apos a clarificacdo do meio de cultivo (KILIKIAN;
PESSOA Jr., 2001; MELO, 2005).

% Clarificacao

Clarificacdo é a etapa em que as ceélulas suspensas sao separadas de um meio de
cultivo, frequentemente, corresponde a primeira operacdo do processo de
purificacdo. O meio resultante, isento de células, € denominado de clarificado ou
filtrado. Para realizacdo deste processo pode-se utilizar sistemas de filtracéo
(convencional ou tangencial) e centrifugacdo. Para as operacfes de clarificacdo séao
necessarios alguns critérios. Por exemplo, grandes volumes de suspensdes de
leveduras sao eficientemente clarificadas por centrifugagédo, enquanto que para
volumes moderados de suspensfes bacterianas a microfiltracdo € indicada. Micro-
organismos filamentosos, como os fungos, por outro lado, séo clarificados através de
filtracdo convencional, devido a reduzida velocidade de sedimentacdo destes
organismos de baixa densidade (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001).

% Extracdo em sistema de duas fases aquosas

A extracdo € o processo pelo qual compostos, como metabdlitos, sao
seletivamente separados dos outros compostos muitas vezes indesejados. Um dos
métodos mais comum de extracdo € a extracdo liquido-liquido, que usa a
solubilidade diferencial entre solventes misciveis e imisciveis com o meio aguoso.
Compostos sdo transferidos de uma fase liquida para outro fase liquida,
acrescentando a solucao inicial, um solvente imiscivel em que os compostos sdo
mais soltveis (KIKILINA; PESSOA Jr., 2001). Varios sao os procedimentos para a
retirada das biomoléculas do meio liquido (sobrenadante): a precipitacdo, a
adsorcdo e a extracdo com solvente imiscivel em meio aquoso, que € o mais

utilizado para a maioria dos antibidticos (ROBBER et al., 1997).

A extragdo liquido-liquido (extragdo com solvente imiscivel), constituida de uma
fase aquosa e um solvente organico, € utilizada ha cerca de 60 anos na purificacao

de antibidticos e acidos organicos, neste sistema, a molécula alvo e impurezas sao
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separadas, como resultados de suas diferencas de solubilidades nas fases liquidas,
sdo fatores decisivos as propriedades superficiais das biomoléculas, como carga
elétrica e hidrofobicidade, além da massa molecular (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001).
Entretanto, a aplicacdo desta técnica na separacao, concentracéo e purificacdo de
produtos naturais ainda é limitada, principalmente porque alguns destes produtos
sdo insolaveis no solvente organico, ou porque este solvente ndo tem a devida
seletividade e/ou capacidade, ou ainda, porque a exposicdo direta dos produtos
naturais ao solvente pode causar desnaturacdo (RODRIGUES, 2001; FRANCO et
al., 2005).

Dependendo do tipo de solvente usado na extracdo, diferentes quantidades e
tipos de produtos podem ser obtidos. E a natureza quimica da substancia a ser
extraida, que determina o tipo de solvente a ser utilizado, de baixa, média ou alta
polaridade. O principio geral utilizado é que o semelhante dissolve semelhante;
portanto, o solvente ndo polar extraira a substancia nao polar (MACIEL et al., 2002).
Os solventes mais comuns utilizados no processo de extragcdo, em ordem crescente
de polaridade sao: hexano, éter de petréleo, benzeno, dietileter, cloroférmio, acetato
de etila, butanol, etanol, metanol (FACCHIN; PASQUINI, 1998; RODRIGUES, 2001;
ZUNIGA et al., 2003).

3.8 Identificacdo do composto alvo

A identificacdo dos compostos de interesse € um dos maiores desafios da
bioprospeccdo de novas drogas. Isto porque, existe a necessidade de interacéo
multidisciplinar entre a Biologia Quimica (enfoca nas pequenas moléculas e sal
utiizacdo nos processos bioldgicos) e a Quimica Bioldégica (estuda as
macromoléculas, principalmente as proteinas e 0s mecanismos enzimaticos) para
chegar produto com desejaveis caracteristicas almejadas pela indastria
biotecnolégica (PUPO; GALLO 2007). Recentemente ocorreu um grande progresso
nos métodos roboticos e automatizados relacionados as técnicas cromatograficas de
isolamentos (LC-MS, LC-MS-ELSD, LC-NMR, HPLC-UV-VIS, HPLC=ELSD, HPLC-
PDA - detectores de matriz fotodiodo) e técnicas de identificacdo espectrométricas
(RMN multidimensional, Raio-X para cristalografia, NOESY, BMS, electrospray MS,
HR-MS) facilitando a caracteriza¢do quimica e aumentando em escala exponencial a
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guantidade de novos metabolitos e de novas atividades dos compostos existentes
(BEDYS, 2005).

Nas ultimas décadas, com o melhora da sensibilidade desses aparelhos
tornou possivel realizar a elucidacdo estrutural com quantidades minimas do
composto alvo. Entretanto, alguns aspectos podem dificultar a caracterizacédo, por
exemplo, solubilidades em agua, ou baixa ou nenhuma absorcdo em luz ultravioleta.
Além disso, talvez o maior desafio para a quimica de produtos naturais é a continua
producdo em larga quantidade, a custos acessiveis para sua disponibilidade em
escala industrial. Diante disto, tem aumentado o interesse em micro-organismos
como fonte de compostos naturais, por ser uma fonte ecologicamente e
economicamente viavel, além da abordagem sistematica para a manipulacao
genética das linhagens chamadas de OSMAC (uma cepa - muitos compostos) para
aumentar o rendimento e diversidade de compostos (HOFS et al., 2000; BODE et al.,
2002; CHRISTIAN et al., 2005; SCHERLACH; HERTWECK 2006).
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4 Combretum leprosum, DETETECCAO DE COMBRETASTATIN CA4 E
AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL DA ATIVIDADE ANTICANCER E
ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS BRUTOS

Resumo

Este trabalho investigou a producdo de compostos do grupo estilbeno,
combretastatin A4 em extratos brutos das partes aéreas de Combretum leprosum,
além de avaliar atividade biologica tais como: antioxidante, anticancerigena e
antimicrobiana dos respectivos extratos. Os materiais vegetais (folhas, galhos e
frutos) foram submetido a sucessivas extracdo em acetona, tetrahidrofurano,
metanol e diclorometano e andlise comparativa por espectrometria de massas com
padrdo Sigma combretastatin CA4 e para os ensaios in vitro foram utilizadas o teste
de atividade antiproliferativa por citotoxidade frente a células cancerigenas (MCF-7,
NCI-ADR/RES, OVCAR-3, PC-3, HT-29, NCI-H460, 786-S, UACC-62, K-562) nas
concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg.mL™ e nove patdgenos para verificar a
atividade antimicrobiana pelo método de difusdo e concentracéo inibitéria minima.
Foi detectado a possivel presenca de compostos com mesma massa molecular e
tempo de retencdo caracteristicos do padrdo CA4 em todas as partes da planta
estudadas (folhas, galho e fruto), as maiores concentracbes foram observadas nas
amostras foliares. Contudo, é necessario obtencdo de mais dados espectrométricos
para tal confirmacao, o solvente mais eficaz na extracdo da CA4 foi o THF. Os dados
do ensaio in vitro mostram que extratos de diclorometano de folhas (CLF)
apresentou atividade inhibitéria para carcinoma de ovario (ICso =12), carcinoma de
préstata (ICso =9,8), carcinoma de pulméo ICso =10), e carcinoma de mama (ICsg
=14). O extrato bruto de galho (CLG) foi inativo para a maioria das linhagens
testadas, apresentando atividade apenas contra carcinoma de coélon retal (ICso =44).
As concentracgdes inibitorias minimas do extrato bruto de C. leprosum variaram entre
62- 500 pg.mL™. A atividade mais forte foi observada contra Bacillus cereus e
Agobacterium tumefaceis (MIC do 62.5 pg.mL™), com efeitos moderados contra
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis (MIC de 125 pg/mL). Atividades
antimicrobiana e anticancer com acetato de etila foram em geral mais eficaz para os
ensaio in vivo. Este trabalho apresenta resultados promissores para producao de
antitumorais por plantas da caatinga, compostos estes que SO tem registro na
espécie Combretum caffrum da Africa, confirmando a riqueza metabdlica associada
a necessidade de busca da diversidade intocada do bioma caatinga, uma reserva da
biosfera.

Palavras-chave: Combretaceae; Combretum  leprosum; Combretastatin;
Antimicrobiano; Anticancer
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Abstract

This study investigated the production of compounds of the stilbens group,
combretastatin A4 in crude extracts of the aerial parts of Combretum leprosum, and
evaluate activities: antioxidant, anticancer and antimicrobial of extracts. The plant
material (leaves, branch and fruits) were subjected to successive extraction in
acetone, methanol and dichloromethane in comparative analysis by mass
spectrometry standard combretastatin CA4 and in vitro assays were used to test for
antproliferative activity against cytotoxicity cancer cells (MCF-7 NCI-ADR/RES,
OVCAR-3, PC-3, HT-29, NCI-H460, 786-S, UACC-62, K-562) at concentrations of
0.25, 2, 5, 25 and 250 pg.mL-1 and nine pathogens to determine the antimicrobial
activity by the diffusion method and minimum inhibitory concentration. Detected the
possible presence of compounds with the same molecular mass and retention time
standard characteristics CA4 in all parts of the plant studied (leaves, fruit and
branch), the highest concentrations were seen in the leaf samples. However, is
further required to obtain spectral data for confirmation, the most effective solvent
extraction of the THF was CA4. The test data show that in vitro dichloromethane
extracts of leaves (CLF) inhibitory showed activity for ovarian cancer (ICso = 12),
prostate carcinoma (ICso = 9.8), lung carcinoma ICsp = 10), and carcinoma breast
(ICs0 = 14). The crude extract from branch (CLG) was inactive for most of the strains
tested, showing activity only against colorectal carcinoma (ICso = 44). The minimum
inhibitory concentrations of the crude extract of C. leprosum ranged from 62 to 500
ug.mL?. The strongest activity was observed against Bacillus cereus and
Agobacterium tumefaceis (MIC 62.5 pg.mL™?), with moderate effects against
Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis (MIC 125 mg/mL™).
Antimicrobial and anticancer activities with ethyl acetate were generally more
effective for in vivo assay. This study shows promising results for the production for
antitumor by caatinga plants, this compound has a record that only the species of
Combretum caffrum Africa, confirming associated metabolic diversity of pristine
caatinga biome, biosphere reserve.

Keywords: Combretaceae; Combretum leprosum; Combretastatin; Antimicrobial;
Anticancer

4.1 Introducao

Os produtos naturais continuam a desempenhar um importante papel na
descoberta e desenvolvimento de drogas, e plantas medicinais tém sido uma fonte
rica de muitos compostos com grande producdo de moléculas bioactivas e ajudar a
prevenir o desenvolvimento de graves doengas (BUTLER, 2004; RIPA et al., 2009;
SANTOS et al., 2011).

A familia Combretaceae compreende espécies de arvores, arbustos e lianas,

com distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais, e sdo amplamente utilizados
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para fins medicinais na Africa, Asia, América do Sul e india (PETTIT et al., 1987;
TAN et al., 2002). O género mais amplo é o Combretum, conhecido por muitas
aplicacoes, incluindo o tratamento de distarbios abdominais, infec¢cdes bacterianas,
cancer e doencas cardiacas, doencas de pele, dores de garganta, problemas
gastricos (FYHRQUIST et al, 2002;. PETTIT et al., 1987;. MCGAW et al., 2001).
Estudos fitioquimicos destas plantas indicam a presenca de triterpendides,
flavondides, fenantrenos, taninos, saponinas, estilbenos, polifendis responsaveis por
tais acOes terapéuticas e que desenvolvem fungbdes antimicrobianas contra micro-
organismos fitopatégenos nas espécies que as possuem. Dentre o0s principais
compostos de importancia clinica extraidos desta familia em outros paises, as
combretastatins (estilbenos), com acdo antitumoral inibindo a divisdo celular, tem
sido considerada uma das mais promissoras drogas anticancerigenas por seu
excelente mecanismo de acdo (TAN et al., 2002).

Combretum leprosum Mart & Eich encontra-se distribuido na regido semiarida
do nordeste brasileiro, € conhecido como mofumbou ou mufumbo, sédo utilizados
como anti-inflamatdrio, antitumoral, antidiarréico, entretanto, ha poucos relatos
fitoquimicos dos compostos responsaveis pelas aces farmacologicas apresentadas,
principalmente no que se diz respeito a agdo antitumoral (PIETROVSKI et al., 2006;
AGRA et al.,, 2007; LOPES et al.,, 2010). Desta forma, este estudo teve como
objetivo determinar a possivel producdo do composto combretastatin (CA4), por

Combretum leprosum e avaliar atividades biol6gicas dos extratos organicos obtidos.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Area de coleta

Segundo dados presentes nos registros do herbéario da Universidade Estadual
de Feira de Santana (HUEFS), a espécie Combretum leprosum possui distribuicdo
por toda regido de caatinga do semiarido nordestino brasileiro. De acordo com tais
informacdes foram estabelecidos os locais de coleta nos estados de Babhia, Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba (Figura 4.1). Netas areas foram coletadas
partes das plantas (folhas, galhos e frutos) segundo os padrdes internacionais de
coleta incluindo as coordenadas geograficas como exposto na tabela 4.1. A

identificacdo das espécies botanicas foi realizada pelo botanico MSc Cosme Correia
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Santos do HUEFS, exsicatas encontram-se depositadas neste herbario. A coleta foi
realizada durante o periodo de chuva, abril de 2009 (em fun¢éo do estado fenoldgico

da espécie da planta incluido a coleta de flores, frutos e sementes).

RiolGrande/do Notter  GyNatal

o N g

v, O
Paraiba  “Joa Pessoad

ek =

Rernambuco,

Figura 4.1 - Pontos de coletas selecionados para coleta das espécies de C. leprosum, na regido de

caatinga do semiérido do nordeste brasileiro. Google, 2009

Tabela 4.1 - Pontos de coletas do Combretum leprosum na regido de caatinga do semiarido do
nordeste brasileiro

Estados Municipio Coordenadas

Bahia Morpara S10°26°55,7” W43°29°13,6”
Piaui Caracol — Peixe S09°27°00,8” W43°23'48,3”
Ceara Chapada Aba da Serra S05°55’33,7” W 39°31°'44,4”
Rio Grande do Norte Serra Negra do Norte S06°39'12,9” W37°26’49,1”
Paraiba Cajazeiras S06°51°27,2” W38°40°42,6”

4.2.2 Estudo quimico e biolégico de metabdlitos secundarios vegetais do

Combretum leprosum do semiérido brasileiro

Para a investigacdo da producdo do composto quimico do grupo estilbeno,
combretastatin A4 (Sigma) pelo C. leprosum, o material vegetal (folhas, galhos e
fruto) foi seco em temperatura ambiente, triturados separadamente e submetidos a
maceracao primeiramente em diclorometano durante 24 horas. Ap0s a maceragéo e
filtracdo, o solvente foi eliminado em rotaevaporador (40°C, 100 rpm, a presséo
reduzida) resultando em extrato bruto dessecado. Os marcos vegetais foram

recolocados em maceragao, repetido o processo descrito anteriormente com 0s
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solventes, tetrahidrofurano (THF) e acetona, uma sequencia crescente de
polaridade, de acordo com a metodologia descrita por Pettit et al.(1987), que
consiste nas condicdes de isolamento e sintese da combretastatin como exposto na
figura 4.2. Além disso, foram realizadas extraces em acetato de etila, cloroférmio e
metanol de cada parte vegetal potencializando a extragcdo de outros compostos
possivelmente produzidos pela planta além da CA4.

O padrao comercial combretastatin A4 (Sigma), o qual extraido e purificado
de extrato bruto de Combretum caffrum Eckl. et Zeyh e os extratos vegetais foram
analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Varian
1200L LC-ESI-MS) com ionizagdo por electrospray em modo positivo. Isto foi
realizado para observar a presenca de tal composto nos extratos vegetais de C.
leprosum. As condigbes dos instrumentos foram: Varian 1200L LC/MS (triplo
quadripolo), modo positivo para ESI, temperatura de secagem de gas (azoto) a
250°C e as condicBes cromatograficas de taxa de fluxo: 0,4 mL / min, com fase
moével como eluente metanol: acido acético a 0,1%; coluna do tipo RP Phenomex

Fusion 80,4, 150mm x 4,60milimetros e modo digitalizado - 316-318 m/z.

Combretum leprosum
Folha, caule, raiz e fruto (seco e muido)
Diclorometano : Maceragédo e extragdo
t.a 24hs
(] R
X v % “
Tetrahidrofurano: Maceragdo e extragdo
t t 2 24hs Extrato Diclorometano
l Filtragdo

Cromatografia Liquida acoplada Espectrémetro ‘

. . de Massa (Varian 1200 LC-ESI-MS)
?cet;dn:v Maceragdo e extragdo ’ Extrato Tetrahidrofurano |—-
a S

| Gose

Figura 4.2 - Fluxograma do processo de extracdo de Combretum leprosum com a sequencia de

solventes utilizados, em crescente polaridade de acordo com a metodologia da
USPatente Combretastatin A4 Pettit et al. 1987
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4.2.3 Avaliagéo da atividade antitumoral dos extratos vegetais

A inibicdo do crescimento celular, um indicador de citotoxidade, causadas
pelos compostos dos extratos vegetais foram avaliados frente a culturas de células
tumorais humanas de U251 (glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (ATCC — HTB-
22, carcinoma de mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos);
786-0 (ATCC-CRL-1932, carcinoma de rim); NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo pequenas
células); PC-3 (ATCC CRL 1435, carcinoma de prostata); OVCAR-3 (ATCC HTB
161, carcinoma de ovario); HT29 (ATCC HTB-38 carcinoma de colon retal); o mesmo
ensaio foi realizados em células normais de rim de macaco VERO (ATCC-CCL81),
segundo metodologia descrita por Mosmann e colaboradores (1983), utilizando
doxorrubicina como controle positivo. Este ensaio foi realizado no Centro de
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas, CPQBA — Unicamp.

As células foram cultivadas em microplacas com 96 po¢cos em meio de cultura
DMEM ou RPMI 1640, a 10% de soro bovino fetal, na concnetracdo de 1. 10°
células/mL e incubadas a 37°C, 5% de CO, Apos 20h de crescimentos, foram
adicionadas diferents diluicGes dos extratos vegetais nas concentracdes de 0,25;
2,5, 25 e 250 ug.mL™ solubilizadas em DMSO/RPMI e re-incubadas & 37°C, 5% de
CO, por 48h, cada uma em triplicata. No controle negativo, as células foram
crescidas na auséncia de qualguer composto somente meio de cultura contendo
DMSO 0,5% e no controle positivo foram crescidas em meio contendo Doxorrubicina
(Eurofarma).

O teste de citotoxidade adotado baseia-se na coloracdo de proteinas, pelo
corante sulforodamina B (SRB, Sigma). Este corante possui dos grupos sulfénicos, e
liga-se as proteinas fixadas na placa, cujas proteinas sdo precipitadas pelo Acido
Tricloro Acético (TCA - Sigma). E detes modo, em 48 h, o meio foi removido e
substituido por 100 pL de TCA 40%, 30 minutos. As placas foram incunadas por
30min, a 4°C e posteriormente removeu-se a solucdo de TCA, lavou-se as placas e
adicionou 50uL de SRB 0,1% (diluido em &cido acético 1%) e reinibidas em
temperatra ambiente por 30 minutos e proliferacdo celular foi determinado pela
guantificacdo espectrofotométrica (540 nm) .

Foram obtidas as absorbancias: amostras-teste (T), controle negativo (CN),

branco das amostras-teste e a leitura do inicio da incubacdo, ou seja, antes da
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adicdo das amostras-teste (T0). A inibicdo de crescimento - IC (%) de cada amostra-
teste, foi calculada em programa Excel 2007, utilizando-se as férmulas segundo
Monks et al. (1991):

» T > CN, a droga estimulou o crescimento, ndo € possivel o calculo da ICsp; Se T 2
TO e < CN, (efeito citostatico): ICsp = 100 X [(T-T0O)/(C-T0O)]; Se T< TO (efeito
citocida): 1Csp = 100 X [(T-TO)/(C)].

A dose que inibe 50% do crescimento celular (ICsp) foi determinada
graficamente em programa para graficos e analises de dados (Microcal Origin
Versao 6.0) e Microsoft Office Excel 2007. Extratos que apresentam ICso < 30ug/mL
séo considerados ativos (ITARATH et al., 2004).

4.2.4 Avaliacao do potencial antimicrobiana

4.2.4.1 Os micro-organismos testes:

Os micro-organismos testados foram oito linhagens bacterianas patogénicas
humanas: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa (CCMA 120), Escherichia
coli (CCMA 104), Klebsiella pneumoniae (CCMA 540), Burkholderia cepacia (CCMA
92), Staphylococcus aureus (CCMA 190), Staphylococcus schleiferi, Salmonella thyfe
(CCMA 85), Agrobacterium tumafaceis e trés linhagens fangicas fitopatogénicas
Pythium aphanidermatum (CCMA 243), Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii. Os micro-
organismos testes foram obtidos a partir da colecdo de cultura do Laboratério de
Microbiologia Ambiental, EMBRAPA Meio Ambiente, Jaguarilina, Sao Paulo, Brasil.
Todas as linhagens bacterianas e fungicas foram crescidas em meio de cultura
respectivamente em agar nutriente (NA) e Agar dextrose batata (BDA), a 28°C por 24 h

para linhagens bacterianas e ate 4 dias para linhagens fangicas.

4.2.4.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos metabdlitos vegetais de C.

leprosum

A atividade antifungica foi avaliada pela técnica de difusdo em agar, Kirby-
Bauer (1960), utilizando-se disco de papel (didametro Y4 IN) autoclavados e

impregnados com 5uL (5mg.ml™) da suspensdo dos extratos brutos contra disco de
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5 mm do fitopatdégeno em BDA, 28°C, por 24h. Apdés este periodo foi observado se
houve ou ndo a formacéo de halos de inibicdo. Como farmacos controle a nistatina
foi utilizada. A atividade antibacteriana foi realizada de acordo com a técnica de
microdiluicdo do National Committee for Clinical Laboratory Starndards (NCCLS,
2004), com adaptacdes. Colbnias isoladas crescidas por 24 horas foram
ressuspensas e diluidas em solugdo salina a 0,85%, a fim de se obter a
concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL. Para tanto, foi utilizado um aparelho
espectrofotométrico (A-Just TM- Abbot, Chicago, EUA) em absorbancia de 625nm.
Em microplacas de 96 pocos foram adicionada um volume total de 200uL (95uL de
caldo de cultura + 5uL suspensdo de bacteriana na concentracéo de 2.10° UFC/mL
+ 95uL dos extratos testes) e incubadas por 24h a 37°C. Foram utilizadas as
concentracdes entre 3.9 — 500 pg.mL™ dos extratos brutos de folha, galho e fruto e
0s respectivos solventes extratores (acetato de etila, cloroférmio e metanol). Como
controles foram utilizados meio de cultura (controle negativo), meio de cultura e as
bactérias, para analises da viabilidade das linhagens testadas. Como farmacos
controle foi utilizada a cloranfenicol a 25pmoL™. A microplaca foi incubada a 37°C e
apo6s 24 horas, foram adicionado 25uL de 1-cloreto2,3,5-trifenil-2H-tetrazolium
(Sigma Chemical, USA) em salina. A microplaca foi re-incubada a 37°C e apés 3
horas a leitura foi realizada leitora ocular para determinagdo da concentragao
inibitéria minima, definida pela menor concentracdo de droga capaz de impedir o
crescimento bacteriano. A permanéncia da cor avermelhada indicou crescimento

bacteriano. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Estudo fitoquimico dos metabdlitos de Combretum leprosum quanto a

presenca da Combretastatin A4

De acordo com avaliagdo fitoquimica dos compostos obtidos dos extratos
brutos das partes aéreas de Combretum leprosum, foram observados a presenca de
compostos com mesma massa molecular e tempo de retengcdo caracterisitcos o

padrdo CA4 correspondente a 317,2g.mol?, segundo a andlise em LC/MS,
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apresentado na figura 4.3. Entretanto, para confirmacdo exata da producgéo de fato
da CA4 € necessario a obtencdo de mais dados espectrométricos MS (MS/MS),
analise de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono.

Pettit et al. (1991), autores responsaveis pelo isolamento e sintese da CA4 de
extratos da casca de Combretum caffrum utilizaram solventes em sequencia
crescente de polaridade e mostraram que 0s solventes mais eficientes na extracéo
de CA4 foram tetrahidrofurano (THF) e diclorometano (DCM). Com relacdo aos
resultados obtidos em nosso trabalho o solvente mais eficaz na extracdo da CA4 foi
o THF, corroborando com o0s dos autores acima, 0 pico correspondente a
317,2g.mol™ foi detectado em todas as partes da planta estudadas (folhas, galho e
fruto). Contudo, as maiores concentracdes foram observadas nas amostras foliares e
nao nos galhos como as analises de Pettit et al.(1987, 1988). Na tabela 4.2
encontram-se os resultados das analises realizadas com os extratos em diferentes

solventes e as partes das plantas.

Cnunts_g (+) E5I Q13 316.0:318.0=(ESLCID - Det 1800;W1 Q1 Cal;5T 0.500 4

i

1

Figura 4.3 - Cromatograma LC-ESI-MS, (espectro superior) Padrdo da Combretastatin A4, (espectro

inferior) Extrato bruto de folha extraido com THF
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Tabela 4.2 - Detecgéo da presenca da Combretastatin A4 nos extratos brutos das partes vegetais de
C. leprosum de acordo com os solventes utilizados

Extrato vegetal Presenca de CA4

THF DCM ACT
CLF* 4+ ++ -
CLG? ++ + -
CLFR® ++ + ;

! C. leprosum extrato de folha,” C. leprosum extrato de galho, ° C. leprosum extrato de fruto; THF
(Tetrahidrofurano), DCM (Diclorometano), ACT (Acetona), CA4 (Combretastatin A4); (+++) alta

concentracao; (++) moderada concentracao, (+) baixa presenca, (-) auséncia de CA4.

4.3.2 Atividade antitumoral dos metabdlitos vegetais de C. leprosum

Os resultados da atividade antitumoral in vitro dos extratos brutos vegetais
frente as linhagens celulares cancerigenas, estdo apresentados na tabela 4.3, onde
sé@o expostos os valores de ICs. Os extratos brutos de diclorometano dos frutos de
C. Leprosum (CLFR) apresentaram significante atividade inibitéria contra carcinoma
de rim, carcinoma de ovario, glioma, carcinoma de mama; enquanto que 0 extrato
bruto de diclorometano de folhas (CLF) apresentou atividade inhibitéria para
carcinoma de ovario, carcinoma de préstata, carcinoma de pulméo e carcinoma de
mama. O extrato bruto de galho (CLG) foi inativo para a maioria das linhagens
testadas, apresentando atividade apenas contra carcinoma de colon retal.
Entretanto, nenhum dos extratos foi mais potente que o controle positivo, a
Doxorrubicina. Todos os extratos ndo apresentaram atividade contra a linhagem
melanoma UACC-62.

Entretanto, os autores Queiroz et al. (2010) em seus estudos de atividade
antitumoral com extratos brutos etanélicos de galhos de C. leprosum apresentaram
forte atividade apenas para carcinoma de rim com ICsy = 1,8 pg/mL™ e moderada
atividade para carcinoma de prostata. Como o0s solventes extratores foram de
diferentes polaridades quimicas, possivelmente, os metabdlitos obtidos e a

concentracéo sao diferentes das obtidas em nosso trabalho.
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Tabela 4.3 - Efeito antitumoral (ICsy) dos extratos organicos de Combretum leprosum em células

neoplasicas em periodo de incubacéo de 48 horas

U251 UACC MCF7 NCI 746-0 I-'\|l§5|0 PC-3 %Ygél_\ HT29 VERO
DXB 0,68 >25 0,56 2,3 0,73 0,15 1,0 1,8 0,85 3,2
CLG 70,7 >250 81,1 >250 94,9 1211 73,2 122,7 44,2 45
CLF 22,1 >250 14,4 124,7 138,7 10,0 9,8 12,0 20,6 31
CLFR 13,5 >250 14,1 23,3 8,7 30,3 21,8 10,0 17,0 32

(DXB — Doxaorrubicina, CLG — C. leprosum galho; CLF — C. Leprosum folha; CLFr — C. Leprosum fruto); U251 (glioma); UACC-
62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a mdltiplos farmacos); 746-0 (rim); NCI-H460 (pulmé&o, tipo

ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (color retal); VERO (célula epitelial renal, macaco verde)

A atividade antitumoral de fracdes que continham CA4 de galho de C. cafrum,
apresentaram forte atividade para linhagens tumorais leucémicas de camundongos
como também de carcinoma de cdélon (PETIT et al., 1988). Em nosso trabalho todos
0s extratos brutos de C. leprosum apresentaram atividade inibitéria contra a
linhagem tumoral HT29 de carcinoma de colon retal, sendo as maiores atividades
observadas pelos extratos brutos do fruto e da folha. Isto pode indicar que
possivelmente uma das substancias responsaveis por tal acdo podera ser a CA4,
entretanto, estudos futuros sdo necessarios para tal confirmacdo. A atividade
antitumoral dos extratos obtidos a partir das partes vegetais de C. leprosum
observado neste modelo de experimento sugere a participacdo de diferentes
compostos com diferentes mecanismos de acao.

A figura 4.4 apresenta os graficos que expdem a porcentagem de crescimento
das linhagens neoplasicas apds 48 h de exposicdo em 4 diferentes concentracdes
(0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL) dos extratos CLF, CLFR, CLG. Os valores positivos em
relacdo ao eixo y correspondem a atividade citostatica, enquanto os outros se

referem a atividade citotdxidade.
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Figura 4.4 - Porcentagem de inibicdo do crescimento celular de linhagens tumorais de acordo com as
concentracdes em 48 horas

4.3.3 Atividade antimicrobiana dos metabdlitos vegetais de C. leprosum

Neste trabalho a deteccdo de acao antibidtica foi definida como a producéo de
metabdlitos secundarios especificos (antibiéticos) com acdo contra fungos e
bactérias. Para a determinacdo quantitativa da atividade antibacteriana nés
utilizamos o método de microdiluicdo, adaptado da NCCLS (2004) para obter a
menor concentracdo de inibicdo, tal procedimento pode eliminar problemas
associados com as técnicas de difusdo em agar, como por exemplo, as dificuldades
na difusédo de extratos ndo-polares através de uma matriz aguosa de agar resultando
num falso negativo.

As concentracdes inibitorias minimas do extrato bruto de C. leprosum
variaram entre 62- 500 yg.mL™. A atividade mais forte foi observada contra Bacillus
cereus e Agobacterium tumefaceis (MIC do 62.5ug.mL™?), com efeitos moderados
contra Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis (MIC de 125ug/mL), como

mostrado na tabela 4.4 A atividade antimicrobiana dos extratos de metanol de folhas
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e dos galhos indica amplo espectro de acao tanto para bacterias Gram-negativas
quanto para Gram-postivas, além de serem mais eficazes em menores
concentracfes, de acordo com as técnicas utilizadas neste estudo. Dos compostos
obtidos dos frutos de C. Leprosum apenas os extraidos pelo solvente organico
metanol foram capaz de apresentar inibicdo nas linhagens bacterianas testes.

Para atividade antifungica, Rhizoctonia solani foi o mais susceptivel aos
extratos e o Pythium aphanidermatum foi 0 mais resistente a acdo dos metabalitos.
Apenas 0s compostos extraidos por metanol do fruto apresentaram moderada
inibicdo no crescimento micelial de R. Solani. Além disso, pode-se observaar que
possivelmente 0os compostos que apresntam ativiadade antifungica pode ser
diferentes dos que apresentam atividade antibacteriana devido a diferenca de
potencial de acdo observada. Os solventes utilizados extrairam diferentes
compostos dos mesmos 6rgdos vegetais, pelo menos de acordo coma bioatividade
observada neste trabalho. Investigacdes quimicas de extratos de espécies
Combretum sp. apresentaram valores minimos de inibicdo entre 1 a 6 mg.mL™, as
Gram-positivas foram mais sensiveis que as Gram-negativas (ELOFF et al., 2008)
flavondides, combretastatin, alpenitin, pinocembrin, quercetina, rhamnazin, apigenin,
acido arjundlico (MARTINI et al., 2004; ELOFF et al., 2006; MASOKO 2005).
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Tabela 4.4 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais obtidos devdiferentes
solvestes extratores de parte aereas de Combretum leprosum

Fungo (5mg.mL™) Bactérias/MIC (ug.mL™)
Extrato Vegetal P.a. Rs Sr Sa Pa Ec Ef Kp Bc At
CLF*AcEt O] (+) (+) 250 125 500 250 250 250 250
CLF'MeOH O] (+) () 250 250 250 250 250 125 62.5

CLF'Cloroférmio +) ) () 250 250 250 125 250 125 250
CLG ?AcEt ¢) ) () 250 250 250 125 500 125 125
CLG? MeOH ©) () (¥ 250 125 250 250 250 625 125
CLG®Cloroférmio (- ¢ () 250 125 500 250 500 125 125
CLFr® AcEt () (+) () () () OO RO ) )
CLFr *MeOH ¢ ¢ () 500 250 500 125 500 250 ()

CLFr’Cloroformio () (++) (*) () ¢ G 6 6 06 G

“C. leprosum extrato de folha, “C. leprosum extrato de galho, ° C. leprosum extrato de fruto; AcEt
(acetato de etila), MeOH (metanol); (++) moderada inibicdo, (+) fraca inibicdo, (-) auséncia de
inibicdo; MIC (Concentracdo inibitdria minima). Pa (Pythium aphanidermatum), Rs (Rhizoctonia
solani), Sr (Sclerotium rolfis), Sa (Staphylococcus aureus), Pa (Pseudomonas aeruginosa), Ec
(Escherichia coli), Ef (Enterococcus faecalis), Kp (Klebsiella pneumoniae), Bc (Bacillus cereus), At

(Agrobacterium tumefaciens).

Além disso, estudos fitoquimicos de extratos etandlicos de C. leprosum
descrevem a presenca de outras substancias como &acido malico, acidos graxos, o
triterpeno 33,60,16B-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHL) (capaz de inibir a nocicepcéo
(dor) provocada em diferentes modelos como a hiperalgesia visceral), flavondides
glicosilados, 3-O-metilquercetina e quercetina (atividade antioxidante) (FACUNDO et
al., 1993, 2005; PIETROVSKI et al., 2006).

Portanto, os resultados encontrados confirmam o potencial de metabdlitos
com acao biolégica antitumoral e antimicrobiana produzidas por plantas da caatinga,
além disso, evidenica-se a possive presenca de um promissor anticacerigeno
comercial combretastatin CA4, que atualmente tém-se registro apenas em espécie

Combretum caffrum da Africa, confirmando que a bioprospec¢cdes em biomas como
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a caatinga, uma diversidade intocada, constitui alternativas reais para fonte de
compostos de interesse biotecnoldgico.
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5 ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Combretum leprosum E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Resumo

O escopo deste trabalho foi o isolamento de fungos endofiticos a partir de
folhas, caules e raizes de Combretum leprosum, planta endémica do semiarido
brasileiro, coletada em cinco estados brasileiros (BA, PI, CE, PB e RN) e avaliacao
das propriedades antimicrobianas dos respectivos metabdlitos obtidos dos
endofiticos. Os isolados foram obtidos pela técnica de fragmentacdo dos tecidos
vegetais, em meio agar 4gua, BDA, Martin a 28°C. Para obtencdo dos extratos 0s
isolados foram cultivadas em meio BDA, e os fragmentos miceliais foram triturados
em tubos de ensaio contendo 3mL e extraido utilizando acetato de etila. Para
avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizado o ensaio de difusdo em disco e
para atividade antifungico foi realizado o antagonismos direto dos extratos contra
disco do fitopatégenos de 5mm, em BDA, 28 °C, por 24h. 405 endofiticos fungicos
foram isolados, 44% de fragmentos foliares, 45% de caule e 11% de fragmentos
radiculares. Destes 47% apresentaram atividade inibitoria contra R. solani e 7%
contra P. aphanidermatum. Dentre os 28 extratos em potencial os isolados foram
cultivado em larga escala em caldo Czapec, os filtrados particionados em
diclorometano em multiplos pH. Os compostos obtios em pH &cido apresentou amplo
mecanismo de acdo para fungos e bactérias (Gram-positiva e Gram-negativas), S.
schelfer foi a mais sensivel de todas as bactérias, na presenca do extrato 03 (pH
acido) com halo de inibicdo de 40 mm, seguido de S. aureus, B. pumilis com halos
de inibicdo = 20 mm (extrato 108a, 223a, 410a, 136a, 236a). Os metabdlitos dos
extratos 17a, 17b, 170b, 335b apresentaram atividade apenas para linhagens
bacterianas Gram-positivas. Além disso, os extratos fungicos foram submetidos a
analise comparativa utilizando a técnica LC/MS e tendo como padrdo a
combretastatin A4, com o objetivo de verificar se 0s mesmos possuiam tal
substancia assim como a planta, entretanto, ndo foram detectados sinais
correspondentes ao padrdo CA4 nos extratos analisados. Os resultados indicam
possibilidades exploratérias de produtos naturais em endofiticos isolados de planta
endémica de ambientes extremos no Brasil como a caatinga.

Palavras-chave: Semiarido; Caatinga; Endofitico; Combretum leprosum; Atividade
antimicrobiana

Abstract

The scope of this work was the isolation of endophytic fungi from leaves, stems
and roots of Combretum leprosum, an endemical plant from Brazilian semi-arid region,
collected in five Brazilian states (Ba, Pl, CE, RN and PB) and evaluation of antimicrobial
properties of their metabolites obtained from endophytes. The isolates were obtained by
technique of fragmentation of plant tissues in water agar, PDA and Martin at 28°C. To
obtain extracts of the isolates were grown on PDA and mycelial fragments were crushed
in test tubes containing 3 mL and extracted using ethyl acetate. To evaluate the
antibacterial activity test was performed disk diffusion and antifungal activity was carried
out direct antagonism of the extracts against pathogens 5mm disc in BDA, 28°C for 24h.
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405 were isolated endophytic fungi, 44% of fragments of leaves, stem 45% and 11% of
root pieces. Of these 47% had inhibitory activity against R. solani and 7% against P.
aphanidermatum. Among the potential 28 extracts, isolates were grown on a large scale
Czapec broth, the filtrates are partitioned into dichloromethane at multiple pH. The
compounds from at acidic pH showed broader action of mechanism for fungi and
bacteria (Gram-positive and Gram-negative), S. schelfer was the most sensitive of all
bacteria in the presence of extract 03 (acidic pH) with zone of inhibition of 40 mm,
followed by S. aureus, B. pumilis with inhibition zones = 20 mm (extract 108a, 223a,
410a, 136a, 236a). The metabolites of extracts 17a, 17b, 170b, 335b showed activity
only for Gram-positive bacterial strains. In addition, the fungal extracts were subjected
to comparative analysis using the technique LC/MS and with the standard
combretastatin A4, in order to verify the production the same substance as the plant (C.
leprosum), however, were not detected signals corresponding to the standard CA4 in
the extracts analyzed. The results indicate possibilities for exploration of natural
endophytic isolates of endemic plant of extreme environments such as the Brazilian
caatinga.

Keywords: Semiarid; Caatinga; Combretum leprosum; Endophytic; Antimicrobial
activity

5.1 Introducéao

O semiarido brasileiro é uma regido marcada pelas restricbes hidricas,
grandes oscilacdes diarias de temperatura, alta insolacéo, ventos fortes e em solos
rasos e/ou arenosos. Tais caracteristicas podem explicar, em parte, a grande
diversidade de espécies, muitas das quais endémicas desta regido. Organismos
isolados e/ou coletados em ambientes extremos, principalmente micro-organismos e
plantas, sofreram uma forte pressao evolutiva, sendo moldados para sobreviverem
nestas condi¢cdes, desenvolvendo mecanismos e estruturas que representam
vantagens ecolégicas (GIULIETTI et al, 2002; OLIVEIRA et al.,, 2006). Os
ecossistemas presentes em regides tropicais, tais como a caatinga, um bioma
considerado exclusivamente brasileiro, tém sido alvo de busca de compostos
naturais devido a riqueza de espécies e nichos ecolégicos presentes nestas

comunidades.

Recentemente, a Caatinga foi reconhecida como umas das 37 grande regides
naturais do planeta, pois € um ecossistema que ainda abriga, pelo menos 70% de
sua cobertura original, sendo considerada estratégica no contexto das grandes
mudancgas globais (AGUIAR, 2002; TABARELLI; SILVA 2002). De forma mais
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especifica, a conservacdo da caatinga € importante para a manutencao dos padrbes
regionais e globais do clima, da disponibilidade de agua potavel, de solos
agricultaveis, e de parte importante da biodiversidade do planeta. Valem ressaltar
que o bioma caatinga é o mais degradado do semiarido, principalmente por
pressdes antropicas, e possui menos de 1% de sua area protegida em reservas
resultando em ameaca real a extincao de diversas espécies, podendo considera-la
como area de extrema importancia biolégica (TABARELLI; SILVA 2002).

As comunidades biologicas pouco exploradas ou inexploradas, tais como 0s
micro-organismos endofiticos, estdo frequentemente associadas a diversidade
biolégica e diretamente relacionada a descoberta de moléculas quimicas com
potencial de atividade biologica. Estes organismos habitam os tecidos internos de
espécies vegetais e produzem metabdlicos que desempenham func¢bes favoraveis a
sua relacdo interespecificas com o hospedeiro. Uma vez isolado, selecionado e
preservado, um micro-organismo produtor de biomoléculas de interesse, pode ser
submetido a pesquisa e desenvolvimento o que, as vezes, torna-se dificil com

plantas raras ou com crescimento lento.

Nesse contexto, os endofiticos isolados de plantas medicinais do semiarido
brasileiro, podem ser considerados fonte promissora para bioprospec¢do de novos
produtos naturais resultantes do metabolismo microbiano, tendo em vista a sua
aplicacéo biotecnoldgica. A exemplo disto o taxol um diterpendide extraido da casca
de Taxus brevifolio, com efeito contra cancer de mama e Utero, esta planta possui o
crescimento lento e baixa producdo de taxol, contudo Stierle et al. (1993) isolaram
do floema desse hospedeiro o fungo endofitico Taxomyces andreanae, que quando
cultivado em meio semisintético, produz o taxol em maior quantidade. Tal endofitico
constitui-se em fonte alternativa para a producao desse farmaco e também contribui
para evitar desequilibrio ecolégico em funcao da derrubada de T. brevifolia. Além
disso, segundo Azevedo (1998), este evento sugere a possibilidade de uma
transposicdo de genes entre fungos e plantas, indicando uma engenharia genética in

Vivo.

Desta forma, este projeto tem como objetivo avaliar o potencial da atividade
antimicrobiana e possivel producdo de biomoléculas, especificamente

combretastatin CA4, pertencentes dos grupos dos estilbeno, obtidas de isolados
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fungicos endofiticos de plantas da espécie Combretum leprosum coletadas em areas

de caatinga do semiarido nordestino brasileiro.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Area de coleta

Os locais de coleta de plantas da espécie vegetal Combretum leprosum, foi
delimitado pela regido de caatinga do semiarido nordestino, nos estados de Bahia,
Ceara, Pernambuco, Piaui, Paraiba e Rio Grande do Norte. Nestas areas foram
coletadas partes das plantas (raiz, caule e folhas) segundo os padrbes
internacionais de coleta incluindo as coordenadas geograficas. A identificacdo das
espécies botanicas foi realizada pelo botanico MSc Cosme Correia Santos do
HUEFS, uma exsicata encontra-se depositada neste herbario. As coletas foram
realizadas durante o periodo de chuva (em fun¢édo do estado fenoldgico da espécie
da planta incluido a coleta de flores, frutos e sementes, quando presentes). As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e submetidos a vacuo e
transportadas para o laboratorio de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio

Ambiente onde foi realizado o isolamento dos micro-organismos endofiticos.

5.2.2 Isolamento e preservagdo dos micro-organismos endofiticos

Os materiais botanicos coletados foram processados imediatamente apds a
coleta para isolamento de micro-organismos endofiticos. Para desinfeccdo
superficial e retirada de possiveis micro-organismos epifiticos das amostras
coletadas, as folhas, caules e raizes foram lavados com agua destilada e
detergente. Em seguida, em camara asséptica, foram submetidos a uma sequéncia
de desinfeccdo ema alcool a 70% (5 min para folhas e 10 min para caule e raiz) e
hipoclorito (NaClO) 3% (3 min para folhas e 5 min para caule e raiz). Apés a
assepsia, foram cortados fragmentos de 8 a 12 cm e plagueados em placas de Petri
em meio de cultura agar batata dextrose (BDA), meio de Martin, agar agua (AA) para
isolamento de fungos (ARAUJO, 2001), como representado na figura 5.1. Como
controle de efetividade do processo de desinfeccao, foram realizados controles com

aliquotas de 0,1mL da ultima &gua destilada esterilizada (Gltima etapa do processo)
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em BDA. Para cada parte da planta (raiz, caule e folha) e para cada planta, foram
feitas trés placas de cada meio de cultura, cada um com sete pedacos do tecido
vegetal. As culturas foram incubadas em estufa a 28°C por um periodo até 60 dias
(COLLADO et al., 1996).

ApoGs o crescimento das hifas dos fungos endofiticos nas extremidades dos
fragmentos, foram realizados repiques de todos os isolados para novas placas de

BDA. Apos purificacdo, as culturas foram incubadas por 15 dias a 28°C para

L= JE]

crescimento.

= = i i
Combretum leprosum w I!I
Folhas, Caule e Raiz
Desinfeccéo do material vegetal: Meio de cultura:
{1)Alcool a 70% , (2)Hipoclorito, (3) Alcool a - Meio de Martin
70%, (4) 4gua destilada esterelizada - Agar batada dextrose
- Agar agua

Controles: 28 ° C, ate 60 dias

Controle do processo de desinfecgao
100 L da agua da ultimalavagem

Figura 5.1 - Esquema com as etapas do isolamento dos micro-organismos endofiticos

Para preservacao dos isolados, discos de meio de cultura de 5 mm de
didametro de todos os isolados fora submersos em 5 mL de agua destiladas em
frascos lacrados, a temperatura ambiente e em triplicata (CASTELANI, 1967), e
depositados na Colecdo de Cultura de Micro-organismos do Laboratério de

Microbiologia Ambiental, Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP/Brasil.

5.2.3 Frequéncia de isolamento

A frequéncia de colonizacdo nos fragmentos dos oOrgdos vegetais de C.
leprosum pelos fungos foi definida como: o numero total de fragmentos que
apresentaram colonizacdo por fungo endofitico em relacdo ao numero total de
fragmentos analisados. Considerando cada parte vegetal analisada (folha, caule e

raiz) como um tratamento, utilizou-se a Taxa de Colonizacdo (Tc) (TAYLOR et al.,
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1999). Foi realizada analise total da taxa de colonizacdo e parcial e comparando-se
o local de colonizac&o na planta (folha, caule e raizes).

Taxa de Colonizacdo = Numero de Fragmentos com crescimento fungico x 100

NUumero total de fragmentos

5.2.4 Selecdo dos micro-organismos com biomoléculas ativas

Como ponto inicial para avaliagdo do potencial bioldégico dos endofiticos
isolados foram obtidos extratos brutos em pequena escala e testado a atividade
antifangica contra fungos fitopatdégenos (Pythium aphanidermatum e Rhizoctonia
solani). Os isolados que apresentaram melhores resultados foram submetidos a
fermentacdo liquida e ensaios in vitro para avaliacdo do potencial de suas
biomoléculas na determinagdo da atividade antimicrobiano para diversos micro-
organismos testes. Paralelamente, tais extratos foram submetidos a analise
comparativa com o padrdo combretastatin A4, com intuito de analisar se 0s mesmo

produziam tal substancia assim como possivelmente o C. leprosum.

5.2.4.1 Avaliacéo da atividade antifitopatogénica

Os micro-organismos endofiticos isolados foram submetidos aos ensaios
antimicrobianos para selecdo inicial dos isolados fangicos produtores de
biomoléculas em potencial para novos composto de interesse industrial. Os isolados
obtidos foram cultivados em meio de cultivo agar batata dextrose (BDA), durante 7
dias, a 30°C e os blocos de gelose com os micelios foram triturados em tubos de
ensaio contendo 3 mL de acetato de etila, com auxilio de bastdo de vidro. Os
sobrenadantes foram recuperados e evaporados, restando extratos brutos das
principais substancias produzidas, utilizados no microensaio de atividade antifangica.
Este ensaio foi realizado pela técnica de difusdo em agar, Bauer et al., (1960),
utilizando-se disco S&S (didmetro % IN) autoclavados e impregnados com 5uL da
suspensao dos extratos brutos contra disco de 5 mm do fitopatdgeno (Pythium
aphanidernatum e Rhizoctonia solani), em BDA, 28°C, por 24 h. ApGs este periodo

foi observado se houve ou ndo a formacéo de halos de inibigao.


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&&sa=X&ei=_PgkTYHeBMKC8gbgsK2PAQ&ved=0CCwQBSgA&q=Pythium+aphanidermatum&spell=1
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5.2.4.2 Obtencdo dos metabdlitos secundarios: cultivo, filtracdo e obtencéo
dos extratos brutos das linhagens selecionadas

A extracdo € o processo pelo qual compostos, como metabdlitos, séo
seletivamente separados dos outros compostos muitas vezes indesejados. Um dos
métodos mais comum de extracdo € a extracdo liquido-liquido, que usa a
solubilidade diferencial entre solventes misciveis e imisciveis com 0 meio aquoso.
Compostos sdo transferidos de uma fase liquida para outro fase liquida,
acrescentando a solucdo inicial, um solvente imiscivel em que os compostos séo
mais soltveis (KIKILINA; PESSOA Jr., 2001). A metabolémica € analise comparativa
dos metabdlitos encontrados em conjuntos de semelhantes de amostras bioldgicas,
como caldos fermentados. Para pesquisas de metabdlitos bem sucedidas requer
eficazes sistemas de extracbes e para metabdlitos ndo-alvos, sendo que o0s
métodos de extracdo necessitam capturar uma ampla quantidade de metabdlitos
celulares e biofluidos, excluindo componentes, tais como proteinas que nao sao
destinadas as analises. Segundo Sana e Fischer (2007), do Instituto de Pesquisa de
Scripps (TSRI), trabalhando com analises de extratos organicos atraves de analises
espectrométricas, verificou-se que a mudanca do pH (acido e basico) do meio a ser
extraido causa um aumento significativo na disponibilidade das diferentes moléculas,
cerca de 45% de metabdlitos Unicos a mais foram retirados quando comparado a
mesma extracdo em pH neutro (7,0).

Diante disto, neste trabalho as linhagens foram inoculadas em 2000mL de
caldo Czapec (Himedia, India), incubada a 28°C, por 30 dias, com auséncia de
agitacdo. Apos o crescimento fungico, os caldos de culturas foram submetidos ao
sistema de filtracdo a vacuo (Sartorius), com membrana de celulose de 0,45um
(Milipore), e centrifugacdo a 9000rpm por 30 min a 4°C para retirada das células
fungicas. Os filtrados foram submetidos, por trés vezes, ao processo de extracdo
liquido-liqguido em sistemas de duas fases aquosas (SDFA), com o0 solvente
diclorometano na propor¢do de 1:1(v/v) em mdltiplos pHs (acido 3,0; basico 11,0)
onde houve a formacédo de duas camadas: uma aquosa, na parte inferior e outra
organica, na parte superior. Foi adicionada a fase organica 5% de sulfato de sédio
anidro, filtrada em papel Whatman n°4 e concentrada no evaporador rotativo
(Quimis) a temperatura de 45°C, a presséo reduzida (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001).

Os extratos brutos obtidos foram pesados em balanca analitica e armazenados em
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freezer a -20°C. O extrato bruto seco do controle negativo foi obtido através da

extracao do caldo de cultura sem inoculo.

5.2.4.3 Avaliacao do potencial antimicrobiana

5.2.4.3.1 Os micro-organismos testes:

Os micro-organismos testados foram oito linhagens bacterianas patogénicas
humanas: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa (CCMA 120), Escherichia
coli (CCMA 104), Klebsiella pneumoniae (CCMA 540), Burkholderia cepacia (CCMA
92), Staphylococcus aureus (CCMA 190), Staphylococcus schleiferi, Salmonella typhi
(CCMA 85) e cinco linhagens fungicas fiopatogénicas Pythium aphanidermatum (CCMA
243), Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii e Phytophythora sp..
Os micro-organismos testes foram obtidos a partir da colecdo de cultura de micro-
organismos do laboratério de microbiologia Ambiental, EMBRAPA Meio Ambiente
Jaguariuna, Sdo Paulo, Brasil. Todas as linhagens bacterianas e fungicas foram
crescidas em meio de cultura respectivamente em agar nutriente (NA) e Agar dextrose
batata (BDA), a 28°C por 24h para linhagens bacterianas e ate 4 dias para linhagens

fungicas.

5.2.4.3.2 Avaliacéo da suscetibilidade in vitro aos antimicrobianos

A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusdo em disco de
acordo com a metodologia de Bauer et al. (1960) com adaptacdes, esquemas
representativo da atividade antimicrobiana na figura 5.2. Com auxilio de uma alca
bacteriolégica foram colhidas col6nias bacterianas isoladas e ressuspendida em
solugéo salina a 0,85%, a fim de se obter uma turvacdo correspondente com a
concentracdo de 1,5 x 10® UFC/mL. Para tanto, foi utilizado um aparelho
espectrofotométrico (A-Just TM- Abbot, Chicago, EUA) em absorbancia de 625nm.
Ap6s a homogeneizagdo do indculo foram retiradas 100 pL da suspensao
bacteriana, plagueadas em NA e semeadas com auxilio de um swab estéril. Para as
linhagens fungicas foram repicado parte do micélio com diametro de 5 mm e com
auxilio de uma pinca estéril foram colocados no centro de placas com meio BDA. Em

discos de papel estéreis foram impregnados 5 pL da suspensao dos extratos brutos
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ressuspendidos em DMSO (dimetilsulfoxido) e aplicacdo destes foi feita com auxilio
de uma pinga estéril para evitar contaminagédo. ApGs o periodo de incubacéo, foram
realizados a leitura foi realizada com o auxilio de um haldmetro utilizando fonte de

luz refletida para iluminar a placa invertida sobre um fundo preto e opaco dos halos

de inibicdo.
Atividade Antimicrobiano
Extratos do fungos endofiticos — Screening
Contra Fitopatogénicos
Selecao dos melhoreslinhagens em ||
Poten cial biotecnolagico
Phylion aphanidermatum
Rhizoctonia sofani
Obtencao dos extratos brutos
Tecnica de difu sdo em disco de Linhagens bacterianas patogénicas:
Kirby-Bauer (1960} adaptada Enterocaccus fascalis, Pseudomonas asruginosa (CCMA
120y, Escherichia coll  (CCMWA 104), Kighsiglia pnewmonias
Inoculo bacteriano: (CCMA  540),  Burkholderia  cepacia  (CCMA  92),
Staphylococcus  aursus {CCMA  190), Staphylococcus
100 1L da suspensdo 1,5x 108 UFC/mL. schieiferi, Salmaneiia thyfe (CCWA B5)
Meio de cultura agar nutriente
For24h a 28°C fungicasfiopatogénicas:
Inoculo fungico: Pythium aphanidermatum (CCMA 243), Rhizoctonia  solani,

Sclerofinia sclerofiorum, Sclerofium roffs e Phyviophviara sp.
Cortes do micélio com Smm de
digmetro

Solubilizagio dos extratos: Extrato flingico emteste Extrato flingico emteste
DMSO e filtracdo em 22 L

Quantidade por disco: Fun go fitopatogénico

5uL a 10mgimL

Figura 5.2 - Esquema representativo da atividade antimicrobiana de extratos brutos das linhagens
endofiticas conta patégenos bacterianos flingicos pela técnica de difusdo em disco Kirby-
Bauer (1960) adaptada

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Taxa de colonizacao

Um total de 405 isolados fungicos foram obtidos dos 0Orgaos vegetais de
Combretum leprosum da caatinga do semiarido brasileiro. As linhagens foram

provenientes de diferentes partes amostradas, sendo 44% das colbnias de
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fragmentos foliares, 45% de fragmentos caulinares e 11% de fragmentos radiculares,
tabela 5.1. Houve diferen¢a da quantidade de isolados quanto ao local de coleta da
planta e quanto aos 6rgéos da planta, sendo as maiores quantidades foram isolados
do C. leprosum coletados do estado do Piaui e do Rio Grande do Norte como
visualizado na figura 5.3. Tal evento pode esta associado com a umidade, pois eram
0s estados que estavam com ocorréncia de chuva na época da coleta, preservando
mais tecidos verdes e nutridos e consequentemente com maior numero de micro-
organismos endofiticos de acordo com as técnicas de isolados utilizados neste
estudo. Além disso, as linhagens isoladas neste trabalho ndo representam a
diversidade total de fungos endofiticos de Combretum leprosum principalmente
devido a selecao de linhagens bacterianas capazes de crescer nos meios de cultivos

utilizados.

Tabela 5.1 - Numero total de fungos endofiticos isolados de plantas da espécie Combretum leprosum

distribuida na regiéo de caatinga do semiarido do nordeste brasileiro

Quantidade de Isolados

Planta Local de coleta folhas caules raiz total
C. leprosum Bahia 31 36 11 78
C. leprosum Piaui 43 53 9 105
C. leprosum Ceara 11 51 11 73
C. leprosum Paraiba 39 4 9 52

C. leprosum Rio Grande do 53 38 6 97
Norte




Linhagens flngicas endofiticas isoladas

Ponto1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
(BA) (PI1) (CE) (PB) (RN)
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M Folha
I Caule

M Raiz

Figura 5.3 - Gréfico apresentando o nimero de isolados de acordo as partes das plantas (folha, caule

e raiz)

A tabela 5.2 apresenta a frequéncia estimada dos fungos endofiticos para a

planta C. leprosum. De forma geral houve uma maior frequéncia de fungos

endofiticos nos caules do que nas folhas, decrescendo ainda mais

para raiz. Este

fato sugere que pode ocorre uma migracao dos micro-organismos para os diferentes

tecidos das plantas independentemente da sua porta de entrada na planta. Estas

apresentam tecidos mais frageis e expostos devido aos estbmatos, provaveis portas

de entrada para os endofitos (SOUZA et al., 2004).

Tabela 5.2 - Frequéncia de fungos endofiticos isolados de folhas, caules e raizes das plantas C.

leprosum
Tipos de tecido vegetal
Folha Caule Raiz Frequéncia total
Planta
Quant. Freq. Quant. Freq. Quant. Freq.
Isol. (%) Isol. (%) Isol. (%)
C.leprosum 177 91% 182 95% 46 83% 89%

Quant. Isol (quantidade de isolados), freq. (frequéncia)
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As comunidades endofiticas variam espacialmente no vegetal havendo
diferenca e especificidade da microbiota entre diversos tecidos vegetais: raizes,
caules, folhas, flores e frutos (NALINI et al., 2005; TEJESVI et al., 2005; GOND et
al., 2007), além de sofrerem influéncia do ambiente, sazonalidade (UNTERSEHER
et al., 2007) e da idade do tecido vegetal. As espécies mais frequentemente isoladas
pertencem ao filo Ascomicota, incluindo anamorfos (Hyphomicetes e Coelomycetes).
Espécies de Basiodiomicota e Zigomicota também sao isoladas como endofiticos,
mas representam um numero menor (SCHULZ; BOYE, 2005). Os géneros mais
comumente isolados incluem: Ascochyta, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium,
Glomelera, Guignardia, Mucor, Nadulisporium, Pestaloliopis, Phyllosticta,
Phomopsis, Rhizopus e Xylaria sao os mais frequentes (RODRIGUES et al., 2000;
ZOU et al., 2000; PEIXOTO-NETO et al., 2002).

Realizando buscas nos principais sites de busca cientifica (NCBI,
Sciencedirect, Sciencefinder) ndo foram encontrados até a data, registro de
trabalhos cientificos com isolamento de endofiticos a partir de plantas do género
Combretum, sendo este trabalho pioneiro para isolamento de endofiticos associados

a este género e em espécies da caatinga do semiarido do nordeste brasileiro.

5.3.2 Triagem para selecao de fungos endofiticos produtoras de metabdlitos
5.3.2.1 Avaliacao da atividade contra linhagens fitopatogénicas

Todos os 405 isolados foram avaliados quanto ao antagonismo contra dois
fungos fitopatogénicos (Pythium aphanidermatum e Rhizoctonia solani), cujos
ensaios foram utilizados como selecdo inicial dos isolados mais promissores na
producdo de compostos de interesse. Pelos resultados obtidos verificou-se que 159
apresentaram atividade contra pelo menos um dos microrganismos testados e
dentre estes isolados fungicos 72% apresentaram atividade inibitoria contra R. solani
e 28% contra P. aphanidermatum, dados apresentados na figura 5.4, as areas de
inibicdo podem ser visualizadas na figura 5.5. De acordo com dados obtidos, os
compostos obtidos do ponto 4 (planta coletada no estado da Paraiba) apresentaram

menores efeitos inibitorios para ambos patdgenos.
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30

M Phytium sp.

H Rhizoctonia sp.

Pontol (BA) Ponto2 (Pl) Ponto3 (CE) Ponto4 (PB) Ponto5 (RN)

Figura 5.4 - Gréfico apresenta atividade antifingico dos extratos brutos dos fungos isolados contra

fungos fitopatogénicos

Figura 5.5 - Teste de atividade antifingica utilizando a técnica de difusdo em disco

A partir deste ensaio inicial, foram selecionados vinte e trés isolados que

apresentaram significantes halos de inibicdo contra ambos tais fitopatégenos.

5.3.2.2 Avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos fungicos

De acordo com a atividade antimicrobiana, extratos brutos do mesmo caldo
fermentado, mas em diferentes pHs apresentaram atividade biol6gica diferente
diante dos micro-organismos testes; o que significa a extracdo de diferentes
compostos do mesmo caldo fermentado. Segundo Sana e Fischer (2007), do

Instituto de Pesquisa de Scripps (TSRI), trabalhando com andlises de extratos
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organicos através de analises espectrométricas, verificou-se que a mudanga do pH
(acido e bésico) do meio a ser extraido causa um aumento significativo na
disponibilidade das diferentes moléculas alvos, cerca de 45% de metabdlitos Unicos
a mais foram retirados quando comparado a mesma extracao em pH neutro (7,0).
Cerca de 90% dos metabdlitos dos extratos brutos obtidos em pH &cido
apresentaram as maiores atividades inibitérias do que os metabdlitos em pH basico,
apenas os metabdlitos do pH acido do extrato 306 ndo apresentou atividade contra
as linhagens fungicas fitopatogénicas, mas apresentou contra as linhagens
bacterianas patogénicas. A maioria dos metabolitos em pH béasico apresentaram
atividade bem inferiores aos obtidos em pH acido, como apresentados na tabela 5.3.
Dentre as linhagens fungicas fitopatogénicas Sclerotium rolfsii foi o mais
sensivel a acdo dos metabdlitos presentes nos quarenta e seis (acidos e basicos)
extratos fungicos e o fungo Phytophthora sp. foi 0 mais resistente de todos. Os
extratos 03a, 177a, 391a, 236a e 108a, todos extraidos em pH acido, apresentaram
as maiores zonas de inibicdo e contra todos linhagens bacterianas testadas. K.
pneumoniae, P. aeruginosa e S. thyfe, todas Gram negativas, apresentaram maior
resisténcia frente a acdo dos extratos. S. schelfer foi a mais sensivel de todas, na
presenca do extrato 03 (pH &cido) com halo de inibicdo de 40 mm, seguido de S.
aureus, B. pumilis com halos de inibicdo = 20 mm (extrato 108 a, 223a, 410a, 136a,
236a). Os metabdlitos presentes nos extratos 17a, 17b, 170b, 335b apresentaram
atividade apenas para linhagens bacterianas Gram positivas, podendo ser indicativo
de possiveis especificidades do mecanismo de acdo, ndo ativos para as linhagens
bacterianas patogénicas Gram negativas, resultados apresentados na tabela 5.4.
Trabalhos sobre isolamentos de fungos endofiticos de espécies de planta da
familia Combretaceae, como no caso Strobel et al.,(2003) estudou endofiticos de
Terminalia morobensis mostraram a presenca do fungo pertencente ao género
Pestalotiopsis (P. microspora, P. clavispora e P. virgatula) e tendo como produtos
isolados criptocinina e &cido torrecianico, que apresentam atividade antitumoral e
antibidtica. Até entdo ndo se tem registro de estudos de micro-organismos
endofiticos associados as plantas do género Combretum, sendo possivelmente este

trabalho o primeiro relato.



101

Tabela 5.3 - Atividade antifingica de extratos bruto em multiplos pHs (4cido e basico) de linhagens
fungicas endofiticas isoladas de C. leprosum

Extratos Fungicos P. aphanidermatum Phytophthora sp. R. solani S. sclerotium S. rolfsii

03a (+++) (++) (+) (+++) (++)
03b (-) (+) (-) (-) (+)
17a (-) (-) (+) (-) (+)
17b (-) (-) (+) (-) (+)
89a (-) (-) (+) (-) (+)
89 (-) (-) (+) (-) (-)
108a (+++) (++) (++) (+++) (++)
108b (++) (-) () () (-)
111a (+) (-) (-) (+) (+)
111b (-) (-) (-) (-) (-)
129a (-) (-) (+) () (++)
129b (-) (-) (-) (-) (-)
133a (++) (-) (+) (+++) (++)
133b (-) (-) () () (-)
136a (++) (++) (+) (+++) (+)
136b (-) (-) (-) (+) (-)
170a (++) (-) () () (+)
170b (-) (-) (-} (-) (-)
177a (++++) (+++) (+++) (+++) (+++)
177b (+) (-) (+) () (-)
182a (++) (-) (-) (-) (-)
182b (-) (-) (-) (-) (-)
223a (+) (-) (+) (+++) (+)
223b (-) (-) (+) (+) (+)
235a (-) (-) (-) (+++) (++)
235b (-) (-) () (++) (+++)
236a (+++) (++) (+++) (+) (++)
236b (++) (-) (+) (-) (-)
250a (++++) (+) (++) (-) (++)
250b (++) (+) (-) (-) (-)
264a (++) (-) (-) (-) (++)
264b (++) (-) () () (++)
306a (-) (-) (-) (-) (-)
306b (-) (-) (+) (+++) (-)
335a (+++) (-) (-) (++) (+++)
335b (-) (-) (-) (++) (+++)
333a (-) (+) (+++) (+) (+)
333b (+) (+) (++) (-) (-)

391a (+) (++++) (+) (+) (+)
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391b (-)
410a (++)
410b (-)
4153 (-)
415b (+)
427a (-)
427b (-)

(++)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)

(-)
(+)
()
(-)
()
(+)
(+)

(+)
(+++)
(+)
(-)
(-)
(+)
(+)

(++)
(++)
(-)
(+)
(-)
(++)

(++)

a - extrato bruto obtido em pH &cido;
b — extrato bruto obtido em pH basico;
(+) atividade moderada;

(++) média atividade;

(+++) forte atividade inibitoria;

(-) auséncia de atividade inibitéria}



Tabela 5.4 - Atividade antibacteriana de extratos bruto com multiplos pHs (acido e basico) de linhagens fungicas endofiticas isoladas C. leprosum
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Extratos Flngicos B. pumilis S. aureus S. Schelfer E. faecalis S.thyphe K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli B. cepacia A. tumefaceius
03a 14 mm ) 40 mm 27 mm 12 mm 8 mm 10 mm 12 mm “) )
03b ©) 7.mm 7.mm ©) 7.mm Q) ¢ Q) ¢ )
17a 14 mm 7 mm 16 mm 7 mm ) ) “) ) “) )
17b 10 mm 16 mm 8 mm ©) Q) Q) ¢ Q) ¢ )
89%a + 10 mm 12 mm 12 mm “) ) “) (+) “) +
89b * + 8 mm 0 0 0 ) (+) ) +
108a + 20 mm 25 mm + 9 mm 10 mm 12 mm (+) 13 mm +
108b ) ) ) 10 mm ) ) 12 mm ) ) 7 mm
11la 12 mm 7 mm 12 mm 7 mm “) ) 8 mm ) “) 12 mm
111b 16 mm 7 mm 8 mm ) ) ) 12 mm () ) 8 mm
129a 14 mm 16 mm 30 mm 8 mm 7 mm 8 mm 7 mm 7 mm 7 mm 14 mm
129b 11 mm 10 mm 10 mm ) ) ) ) () 7 mm )
133a + + 20 mm + 8 mm 8 mm “) (+) 22 mm +
133b + + ) + ) ) ) (+) ) +
136a 20 mm 20 mm 26 mm 12 mm 10 mm 12 mm “) 12 mm 14 mm )
136b ) 12 mm 12 mm ) ) ) “) ) 8 mm )
170a 10 mm 10 mm 25 mm “) ) ) “) ) “) 10 mm
170b ) ) 30 mm ) ) ) ) ) ) )
177a 20 mm 16 mm 14 mm 7 mm 7 mm 7 mm “) ) 10 mm )
177b 8 mm + + + ) ) 10 mm (+) ) +
182a + + + 15 mm () ) ) +) ) 15 mm
182b + + 14 mm 10 mm ) () ) +) -) 10 mm
223a 24 mm 10 mm 12 mm ) ) -) “) ) 30 mm )
223b 12 mm 8 mm 16 mm 8 mm ) ) ) ) 14 mm 16 mm
235a + + 16 mm + ) ) ) ) ) +
235b + 10 mm 10 mm + ) ) ) ) “) 10 mm
236a 12 mm 20 mm 12 mm + 20 mm 12 mm “) (+) 30 mm 8 mm
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236b
250a
250b
264a
264b
306a
306b
333a
333b
335a
335b
391a
391b
410a
415a
415b
427a
427b

10 mm

14 mm

14 mm
)
10 mm
)

8 mm

14 mm
10 mm
18 mm
12 mm
7 mm
8 mm

8 mm

14 mm
45 mm
12 mm
20 mm
15 mm
12 mm
10 mm
8 mm
10 mm
10 mm
7 mm
14 mm
10 mm
20 mm
16 mm
16 mm
7 mm
12 mm

10 mm

()

15 mm

7 mm

10 mm
7 mm
7 mm

()

7 mm

©)

()

10 mm

8 mm

14 mm
12 mm

8 mm

+)
)
+)
)
+)
10 mm
8 mm

20 mm
12 mm

10 mm
10 mm

8 mm

10 mm
7 mm
20 mm
10 mm
12 mm

10 mm

a — extrato bruto pH &cido;
b — extrato bruto pH baésico;
(+) atividade moderada;

(-) auséncia de atividade inibitoria.
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5.3.4 Deteccéo da presenca Combretastatin A4 (CA4) nos extratos fungicos

Tan e Zou (2001) consideram a razéo pela qual alguns endofiticos produzem
determinados compostos originalmente caracteristicos do hospedeiro, pode estar
relacionado com uma recombinacdo genética endofitico/hospedeiro num evento
evolutivo. Este conceito foi inicialmente proposto como uma hipotese para explicar
como o fungo endofitico Taxomyces andreanae pode ser produtor do Paclitaxel, um
composto similar ao taxol um agente anticancerigeno isolado primariamente de
Taxus brevifolia (CRAGG; NEWMAN, 2005). Assim, se endofiticos possivelmente
podem produzir 0s mesmos compostos bioativos de suas plantas hospedeiras, 0s
mesmos funcionam como novos alvos para pesquisas, uma vez que reduziria a
necessidade de coletar plantas raras e de crescimento lento, como também
preservara a biodiversidade que vem diminuindo mundialmente. Importante relatar
ainda que, do ponto de vista econdmico o custo na obtencao do produto, diminuird,
reduzindo o preco de mercado do farmaco produzido (STROBEL; DAYSE, 2003).

Neste trabalho, o0s extratos microbianos foram submetidos a analise
comparativa utilizando a técnica LC/MS e tendo como padrdo a combretastatin A4,
com o objetivo de verificar se 0s mesmos possuiam tal substancia assim como a
planta. Foi constatado que nos referidos extratos brutos fungicos néo foi detectada a
presenca da substancia padrdao CA4, de acordo com as técnicas utilizadas neste
estudo. Entretanto, sdo necessarios estudos de prospecc¢ao genética para detectar a
presenca ou genes associados a sintese da CA4 em micro-organismos, pois 0S
mesmo podem estar presentes mas nao estao sendo expresso e por isso nao sendo
provavel detectar a presenca nos extratos brutos dos mesmo.

A producdo de metabdlitos secundarios por micro-organismos € influenciada
por varios fatores ambientais, modulados principalmente pelas condi¢des de nichos
ecolégico, além da distribuicdo das plantas hospedeiras, fisiologia, ecologia e
bioquimica. Por exemplo, a presenca de ions de zinco no solo aumenta a producao
de fenazina e baixas temperaturas (12°C) influéncia a producdo de 2,4-diacetil
floroglucinol (DAPG) por Pseudomonas sp. (KUMAR et al.,, 2002). Estudos tém
mostrado que desde o primeiro isolamento do taxol em fungos endofiticos
Taxomyces andreanae em 1993 (STIERLE et al.,, 1993, 1994), outros autores
isolaram 0 mesmo composto e/ou analogos produzidos por outros endofiticos de

diferentes hospedeiros, tais como Taxodium distichum (LI et al., 1996),
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Pestalotiopsis microspora (endofitico de Taxus wallachia) (STROBEL et al., 1996),
Pestalotiopsis terminaliae (endofitico de Terminalia arjuna, familia Combretaceae)
(Gangadevi; Muthumary  2009), Colletotrichum gloeosporioides (endofitico de
Justicia gendarussa) (GANGADEVI; MUTHUMARY 2008). Tal fato evidencia a
existéncia de mecanismos iguais ou semelhantes de sintese de metabolismo
secundario, e sugere a existéncia de vias comuns de metabolismo secundario em
espécies diferentes e de outros niveis hierarquicos (fungos e plantas)
(KURYLOWICZ, 1981; VIDENSEK et al. 1990; PETRINI et al., 1992; BERDYS,
2005).
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6 ATIVIDADE ANTICANCERIGENA, ATIMICOBACTERINA E ANTIOXIDANTE
DOS METABOLITOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Combretum leprosum

Resumo

Quatro linhagens fungicas endofiticas (CFEO03, CFE108, CFE177 e CFE391)
isoladas previamentes de folhas e galhos de Combretum leprosum, obtidas na
regido semiarida brasileira (S 05°55'33,7”, W39°31°44,4”). Foram submetidas a
avaliacdo de atividades biolégicas de seus metabolitos secundarios quanto as
atividades: antimicobacterianas, antioxidante, antitumoral. Os isolados foram
submetidos a crescimento em caldo de cultura Czapec (30 dias, 28°C, cultura
estacionéaria), os extratos foram obtidos em mdltiplos pHs (3.0; 11.0) por
diclorometano, solubilizadas e preparados nas concentracdes 10mg/mL™*; 1mg/mL™;
0,1mg/mL™; 0,01mg/mL™; 0,001mg/mL™. Utilizou-se o ensaio de captura do radical
livre DPPH, para avaliagdo antioxidante, a técnica de Alamar blue para atividade
antimicobacteriana em Mycobacterium bovis BCG e o ensaio in vitro de citotoxidade
em MTT para atividade antiproliferativa das linhagens anticancerigenas testadas. As
linhagens fungicas foram identificadas pela técnica de sequenciamento da regido
18S rDNA, com primers amplificadores da regido 18S e ITS: linhagem CFE177 para
Fusarium oxysporum, linhagem CFEO3 para Hypocrea koningii, linhagem CFE108
para Aspergillus oryzae, linhagem CFE391 para F. solani. Compostos do extrato 108
de pH écido, foi 0 mais potente acédo contra M. bovis a 0.01 mg/mL™, com apenas
36.8% de viabilidade bacteriana. Os coeficiente de captura do radical DPPH ECsg
variou entre 0.63 a 17.81 pg/mL™, sendo que os compostos obtidos da linhagem
CFE108a (ECso = 0.63) com capacidade alta equitativa aos padrdes, seguido de
CFEO3 pH basico (ECso = 3.44), capacidade moderada e 0s outros extratos com
ECso entre 4.13 a 17.81. Apenas 0s extratos 177(a; b) ndo apresentaram nenhuma
atividade antioxidante, ocorrendo o inverso, com valores ECsy negativos. As maiores
atividade citotdéxicos contra linhagens cancerigenas foram observadas foram pelo
extrato 108 (ICso = 0.80 para linfoma histiocitica), leucemia (IC50=0.89), carcinoma
de bexiga e de célon (ICs,=3.08 e 2.97), inibe até a concentracéo 0.01 mg/mL™. Para
0S compostos presentes no extrato 177a, apresentaram inibicdes contra leucemia
LLA (P388) com ICsode 2.14 e linfoma histiocitica (J744) com ICso de 2.98. Enquanto
para 0s compostos presentes no extrato de CFEO3 foram observadas moderadas
inibicbes com o menor ICso de 4.12 contra linhagem J744. Vale ressaltar que, 0s
compostos obtidos no pH acido foram mais ativos dentre todos o0s ensaios
realizados. Diante dos supracitados, linhagens fungicas endofiticas de plantas
endémicas da caatinga evidencia uma fonte em potencial para bioprospecc¢édo de
compostos com atividades biolégicas, principalmente, antitumoral como vistos
nestes resultados prévios.

Palavra-chave: Endofiticos; Caatinga; Antitumoral; Antimicobacteriana; Antioxidante;
Fusarium solani; Aspergillus oryzae; Hypocrea koningii; Fusarium
oxysporum
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Abstract

Four endophytic fungal strains (CFEO3, CFE108, CFE177 and CFE391)
previously isolated from leaves and twigs of Combretum leprosum, obtained by
semiarid region of Brazil (S05 °55'33, 7", W39 ° 31'44, 4"), were subjected to
evaluation of biological activities of secondary metabolites: antimycobacterium,
antioxidant and antitumor activities. The isolates were growth in culture Czapec (30
days, 28°C, stationary culture), the extracts were obtained from multiple pH (3.0 and
11.0) of dichloromethane, use concentrations: 10mg/mL™*; 1mg/mL™; 0.1mg/mL?,
0.0lmg/mL?, 0.001mg/mL™. The test of the capture of free radical DPPH, for
evaluating antioxidant, the technique of Alamar blue for antimicobacteriana activity in
Mycobacterium bovis BCG and assay in vitro cytotoxicity in MTT to antiproliferative
activity in cancer cells. The fungal strains were identified by sequencing of 18S rDNA
with primers amplifiers 18S and ITS region: strains CFE177 to Fusarium oxysporum,
CFEOS3 to Hypocrea koningii, CFE108 to Aspergillus oryzae and CFE391 to F. solani.
Compounds 108 extract of acidic pH was the most potent action against M. bovis
mg/mL™ to 0.01mg/mL™, with only 36.8% of bacterial viability. The ratio ECs, capture
DPPH ranged from 0.63 to 17.81pg/mL™, and the compounds obtained CFE108a line
(ECso = 0.63) with capacity equal to high standards, followed by CFEO3 basic pH
(ECso = 3.44), moderate capacity and other extracts with ECs, from 4.13 to 17.81.
Only extracts 177 (b) showed no antioxidant activity, while the opposite occurred,
with EC50 values negative. The highest cytotoxicity activity against cancer lines were
observed for the extract were 108 (ICso = 0.80 to histiocytic lymphoma), leukemia
(ICso = 0.89), bladder carcinoma and colon cancer (ICsp = 3.8 and 2.97), inhibited
until the concentration 0.01mg/mL™. For compounds in the extract 177a, showed
inhibition against leukemia (P388) with ICsy of 2.14 and a histiocytic lymphoma
(J744) with 1Cso of 2.98. As to the compounds present in the extract CFEO3 moderate
inhibition was observed at the lowest ICsq of 4.12 against strain J744. It is noteworthy
that the compounds obtained in acidic pH were more active among all the tests. So,
endophytic fungal strains of plants endemic to the caatinga shows a potential source
for bioprospection of compounds with biological activities, especially as seen in these
antitumor previous results.

Keywords: Endophytic; Caatinga; Antitumor; Antimicrobial; Antioxidant; Fusarium
solani; Aspergillus oryzae; Hypocrea koningii; Fusarium oxysporum

6.1 Introducéao

A diversidade genética dos ecossistemas tem sido usada para solucionar
problemas na &area da saude, da agricultura e do meio ambiente. Isto tem sido
potencializados pelo rapido desenvolvimento da engenharia genética e nos avancos
nas técnicas de bioprospecc¢édo. Os ecossistemas de regides tropicais e subtropicais
tem sido alvo de busca de compostos naturais por causa da riqueza de espécies e
nichos ecoldégicos presentes nestas comunidades. Os micro-organismos que

habitam o interior das plantas (endofiticos ou endéfitos) tornaram-se foco de



113

interesse por estarem envolvidos na producdo de compostos quimicos como
enzimas, alcaldides, antibidticos, anticancerigenas e diferente metabdlitos, os quais
favorecem a adaptacdo da planta perante as condi¢cdes adversas. Além disso, estao
frequentemente associadas a diversidade bioldgica e diretamente relacionada a
descoberta de moléculas quimicas com potencial de atividade bioldgica, tais como
taxol, criptocandina, naftaleno, neomicina, beta-lactamicos, alcaloides, antibioticos,
ciclosporina A (STROBEL; DAISY, 2003; GRABLEY; SATTLER, 2003; MITCHELL et
al., 2008; STADLER; KELLER, 2008). A versatilidade da capacidade de sintese de
diferentes compostos inerente a esses organismos pode ser reflexo da sua eficiéncia
na exploracdo em diferentes nichos ecolégicos o0 que torna capaz de competir em
diferentes habitats. Entdo, um reservatério em potencial para exploracdo no uso
medicinal, agricola e industrial (TAN; ZOU 2001; ZHANG et al., 2006).

Espécies do género Combretum pertencente a familia Combretaceae, sédo
utilizadas na Africa, india e Tailandia como plantas medicinais para o tratamento de
hepatite, malaria, hanseniase e cancer. Estudos fitioquimicos destas plantas indicam
a presenca de triterpendides, flavondides, fenantrenos, taninos, saponinas,
estilbenos, polifendis responsaveis por efeitos analgésicos, antimicrobianos e
antitumorais (TAN et al.,, 2002; PETTIT et al.,1987). No Brasil, na regido do
semiarido nordestino, este género é utilizado como anti-inflamatério, antitumoral,
antidiarréico, entretanto, ha poucos relatos fitoquimicos dos compostos responsaveis
pelas acdes terapéuticas apresentadas, principalmente no que se diz respeito a
acao antitumoral (PIETROVSKI et al., 2006, AGRA et al., 2007).

Pesquisas reforcam a afirmacdo de que endofiticos de plantas medicinais
podem ser fontes promissoras de substancias com atividades biol6gicas. Como
exemplo, o taxol um diterpendide, excelente anticancerigeno contra linhagens
celulares cancerigenas de mama e Utero, foi extraido da casca da arvore Taxus
brevifolio, mas que apresenta crescimento lento, baixa rendimento da droga
dificultando sua obtencdo. Contudo Stierle et al. (1993) isolou do floema desse
hospedeiro o fungo endofitico Taxomyces andreanae, que quando cultivado em
meio semisintético, produz o paclitaxol (analogo do taxol) constitui-se uma fonte
alternativa para a producdo desse farmaco (STROBEL; DAISY, 2003). Outro
exemplo deste fenbmeno € a producdo de um composto pertencente ao grupo das

fitoalexinas estilbenos por um fungo endofitico do género Fusarium, o &cido
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cajainestilbeno (CSA), compostos do grupo estilbenos ate entdo tinha registro de
producdo apenas por plantas, o qual atividade biolégica constitui ajudar a planta
hospedeira a resistir invasores como fungos fitopatogénicos e pestes (ZHAO et al.,
2012). Os autores sugerem que a producdo de CSA pode ser por meio da
biossintese fungica, mas existe a possibilidade de CSA pode ser produzida de CSA
foram isolados da raiz de Cajanus cajan [(L.) Millsp] pertencentes ao género de
Fusarium. Entretanto, a mesma substancia foi detectada nas folhas e raizes, sendo
as quantidades encontradas nas folhas bem maiores do que nas raizes. Diante de
tal evento, podemos levantar a hipétese de que ocorra um mecanismo regulatorio
planta/fungo modulado, uma vez que se existe fungo produtor nas raizes, a planta
produzira em menor quantidade do que nas folhas como uma manobra de economia
de gasto energético. Do ponto de vista genético, a producdo de metabolitos
bioativos, tais como CSA por fungos endofiticos cada vez mais apoia a possibilidade
de transferéncia horizontal de genes entre hospedeiro e seus correspondentes
organismos endofiticos. A hipotese de alguns autores como Germaine et al. (2004) e
Strobel et al. (1996) é que, no tempo evolutivo, fungos endofiticos tenham adaptado
as seus microambientes especiais por variagdo genética, trocam fragmentos de seus
DNAs genomicos podendo conferir a capacidade de certos endofiticos
biosintetizarem alguns fitoquimicos que sao caracteristicos de suas plantas

hospedeiras.

Estudos indicam que 51% das substancias biologicas isoladas de fungos
endofiticos sdo previamente desconhecidas, neste contexto, os enddfitos isolados
de plantas medicinais do semiarido brasileiro, podem ser considerados fonte
promissora para bioprospeccao de novos produtos. Neste trabalho, avaliou-se a
potencialidade dos compostos presentes nos extratos brutos provenientes dos
fungos endofiticos de Combretum leprosum, para atividade antimicobacteriana,

antioxidante e antitumoral.

6.2 Material e Métodos

Quatro linhagens fungicas endofiticas (CFEO03, CFE108, CFE177 e CFE391)
isoladas previamentes de folhas e galhos de Combretum leprosum, obtidas na
regiao semiarida brasileira (S 05°55’33,7” e W 39°31°44,4”). Foram submetidas a



115

avaliagcdo de atividades biologicas de seus metabolitos secundarios. Os isolados
foram identificados por sequenciamento da regido 18S rDNA. DNA genomico foi
extraido de acordo com os procedimentos do Power Kit, DNA isolation Kit (MOBIO,
Carlsbad, USA). Para reacdo em cadeia da polimerase foram utilizados primers EF4
e ITS4 para amplificacdo da regido 18S rDNA: EF4 (GGAAGGGRTGTATTTATTAG)
e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) de acordo White et al. (1990). As sequencias
obtidas foram levadas ao sequenciador automatico SCE 2410 (Spectrumedix LLC),
para eletroforese capilar. Os eletroferogramas resultantes foram editados através do
programa GAP4 do Pacote Staden (STADEN, 1996). As sequéncias foram
submetidas a pesquisa no BLASTn do NCBI (National Center for Biotechnology

www.ncbi.nim.nih.gov).

6.2.1 Obtencdo dos metabolitos secundarios: cultivo, filtracdo e obtencéo dos

extratos brutos das linhagens selecionadas

As linhagens foram cultivadas em meio liquido, 2000mL de caldo Czapec
modificado (3g de Nitrato de sddio (NaNO3), 1g de Fosfato Dipotassico (KH,PO,),
0.5g de Sulfato de Magnésio (MgS0O,.7H,0), 0.5g de Cloreto de Potassio (KCI),
0.01g de Sulfato Ferroso (FeS0O,4.7H,0), 8g de extrato de levedura, 15.0g de
dextrose, pH 7.3), incubada a 28°C, por 30 dias, com auséncia de agitacdo. Apos o
crescimento fangico, os caldos de culturas foram submetidos ao sistema de filtracédo
a vacuo (Sartorius), com membrana de celulose de 0,45um (Milipore), e
centrifugacdo a 9000rpm por 30 min a 4°C para retirada das células fungicas. Os
filtrados foram submetidos, por trés vezes, ao processo de extracdo liquido-liquido
em sistemas de duas fases aquosas (SDFA), com o solvente diclorometano na
proporcdao de 1:1 (v/v) em multiplos pHs (acido 3.0; basico 11.0) onde houve a
formacdo de duas camadas: uma aquosa, na parte inferior e outra organica, na parte
superior. Foi adicionado a fase organica 5% de sulfato de sodio anidro, filtrada em
papel Whatman n°4 e concentrada no evaporador rotativo (Quimis) a temperatura de
45°C, &4 pressao reduzida (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001). Os extratos brutos obtidos
foram pesados em balanca analitica e armazenados em freezer a -20°C. O extrato
bruto seco do controle negativo foi obtido através da extracdo do caldo de cultura

sem inoculo.
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6.2.2 Avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos orgénicos

6.2.2.1 Atividade antimicobacteriana in vitro

O efeito antimicobacteriano dos compostos em teste foi avaliado em
Mycobacterium bovis BCG (Bacilo de Calmette-Guerin), cepa enfraquecida, para
determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM). Foi realizada a técnica de
microdiluicdo em placa utilizando como revelador o corante Alamar Blue - Microplate
Alamar Blue Assay (COLLINS; FRANZBLAU, 1997), esquema representativo na figura
6.1. As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas em meio
liquido de Middlebrook 7H9 (Difco, Detroid, MI) em cinco concentracbes (10mg/m™;
1mg/mL™; 0,1mg/mL™; 0,01mg/mL™?, 0,001mg/mL™). A concentracdo de DMSO nas
diluicdes foi inferior a 1%. A linhagem M. bovis BCG, foi cultivada em meio de cultura
Lowenstein-Jesen a 37°C por 20 dias e subcultivadas em meio liquido middlebrook 7H9
(Difco) a 37°C por 15 dias. Em microplacas de 96 pocos, foram adicionada suspensao
de micobactérias na concentracdo de 2.10°micobactéria/mL e 100uL de meio de cultura
e diferentes concentragcdes das amostras. Como controles foram utilizados meio de
cultura (controle negativo), meio de cultura e as micobactérias, (controle positivo).
Como farmacos controle foi utilizada a rifampicina nas concentracdes de 0,015 a 25
pumoL™. A microplaca foi incubada a 37°C e ap6s 7 dias, foram adicionado 25pL de
uma mistura 1:1 Tween 80 a 10% e Alamar Blue as amostras. A microplaca foi re-
incubada a 37°C e apds 24 horas a leitura foi realizada pelo leitor espectrofotdmetro
para determinacdo da concentracdo inibitéria minima, definida pela menor
concentracdo de droga capaz de impedir a alteracdo da cor résea. A permanéncia da
cor azul indicou auséncia de crescimento micobactériano e o desenvolvimento da cor

résea indicou a presenca de crescimento micobactériano.
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Atividade Antimicobacteriana dos
extratos do fungos endofiticos

Avalia¢édo Citotoxicicdade in vitro
Pelo método Alamar Blue (MABA)

I
I I

Linhagem: Mycobhactarium bovisBCG

o e L o (Bacilo de Calmette-Guerin)
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1} Pl s ) i) AN
o e 2 e = o -] P P PR S Revelag#o: ‘
S = R R EE gl b= E M E' 250l 1:1 Tween 80 A 10 % e Alamar Blue
=fé D“..t:n'}‘c.-'._\—'\c'— XM= Ello) : .
) ‘.i el DR (R R | = Re-incubada a 37 °C
(+] L X B K 3 I E N X N )
o : g r .Y g - Apds 24 horas aleitura espectrofotdmetro
= SNSRI AN A NANS | 540nm
gl . 0015225 ' B
P L pmok E Controles:
G £ K K B} i
Rifampicina .. I Controle da Droga - Rifampicina + micobactéria
¥ X X X i : I . il
p = L 1 '_qukinélm_gr _ m/ Controle positive - Meio + micobactéria

Controle negativo - Tween + micobactéria

Figura 6.1 - Esquema representativo do ensaio para atividade antimicobacteriana, método Alamar

Blue (Collins e Franzblau, 1997) dos extratos diclorometano (pH acido) das linhagens

fungicas 03a, 108a, 177a e 391a

6.2.2.2 Determinacdo da Atividade antioxidante pelo método de captura do

radical livre DPPH

Brand-Williams et al. (1995) propuseram o método envolvendo a utilizagdo de
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH*), no qual compostos antioxidantes reagem com o
radical estavel em uma solucdo de etanol. A reducdo do DPPH* é acompanhada
pelo monitoramento do decréscimo na absorbancia em comprimento de onda
caracteristico durante a reacdo. Em sua forma radical, o DPPH* apresenta
absorbancia a 517nm, mas sob reducdo por antioxidante (AH) ou uma espécie

radical (R*) a absorbancia desaparece, como apresenta a equacdo abaixo:

DPPH * + AH > DPPH-H + A
DPPH* + R* & DPPH - R

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é determinada

pela habilidade de transferéncia de hidrogénio para o radica livre estavel DPPH. A
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propriedade de sequestrar radicais livres dos compostos presentes em VAarios
extratos de plantas ou microrganismos tém sido recentemente apontado, sugerindo
um possivel papel redutor destes compostos, reduzindo os riscos de doencas
cardiovasculares em humanos. O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos
reconhecidos pelo qual ocorre a agédo dos antioxidantes. Esse método de pode ser
utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos especificos ou de um
extrato em curto periodo de tempo (BRAND- WILLIAMS et al., 1995).

A atividade antioxidante dos extratos brutos foram analisadas baseado na
técnica de captura dos radicais livres segundo Milardovic et al. (2006) e modificado
para as condi¢cOes deste trabalho, esquema representativo na figura 6.2. A partir do
extrato obtido, preparou-se solucdes dos extratos com trés concentracdes de 5, 2.5;
1.25, 0.625, 0.312 (mg/mL™). Em ambiente escuro, transferiu-se aliquotas de 100pL
de cada diluicdo do extrato com 900uL do radical DPPH, na concentracdo de
0,004%. Como controle negativo preparou-se 100uL de alcool etilico com 900uL do
radical DPPH e para controle positivo da solucdo de DPPH adicionou-se 100uL da
solucao de Trolox (4cido. 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) a 0,05%
com 900puL do radical DPPH. A validada da analise foi confirmada quando a % de
reducdo de trolox deve ser de 50% (+ 5). Ap6s a homogeneizacdo incubou as
amostras por 30 minutos, com auséncia total de luz. As leituras no espectrofotdbmetro
foram realizadas a 517nm.

A atividade de antioxidante dos compostos foi expressa em porcentagem de
reducdo do DPPH (Eq.1). Para cada amostra 0 ensaio deve ser realizado em

triplicata e os resultados apresentados em ECsg

Equacédo 1: % reducdo do DPPH = [(Abs. Amostra - Abs. Branco) /Abs branco] x
100
Onde: Abs = absorbéancia

ECso (concentracdo efetiva 50%), expressa a concentracdo minima de
antioxidante necesséaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH. A
partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, plotar a %
reducdo do DPPH no eixo Y e a concentragdo dos extratos (mg/mL) no eixo X e

determinar a equagéao da reta (Eq. 2). Para o calculo do ECsg utilizou-se a equagéo
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da reta, substituindo o valor de y (Eqg. 2) por 50 para obtengédo da concentracédo da
amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.
Equacéo 2: Y =-ax +b, Onde: Y =% reducéo do DPPH e
X = ECs9(mg/mL)

Atividade Antioxidante

Extrato bruto fingico

5,25, 125 0625 0312
{mafmL)

100 WL amostra {extrato bruto solubilizado em etanol FA )
+

900 WL da solugéo de DFFH

Nustracho: Edy Sousa do Brito

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Incubou por 30 minutos

Reag&o de captura do radical livre DPPH

Leitura em espectrofotémetro 517 nm

Equagdo1

% redugao do DPPH = [(Abs. Amostra- Abs. Branco)/Abs branca] x 100
Onde: Abs = absorbancia

Eg'uz?m 2 ECyo (concentracao efetiva 1- DPPH 4% (Controle n egativo)
Y =_ax + b Onde: 2—Trolox 5% (Controle positivo)
Y =% redugdo do DPPH .

¥ = ECgq (mgimlL) Ohs: Solubilizados em etan ol

Figura 6.2 - Esquema representativo do ensaio para atividade antioxidante pelo método de captura do
radical livre DPPH* (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) dos extratos diclorometano (pH acido) das

linhagens fungicas 03a, 108a, 177a e 391a

6.2.2.3 Avaliacao da atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro

A determinacado da sensibilidade das diferentes doses foi otimizada de acordo
com as normas estabelecidas pelo Instituto Nacional de Cancer, USA (NCI). Foram
determinadas as atividades citotoxicas das suspensdes das linhagens celulares
normais e das celulares tumorais cultivadas em placas de 96 orificios, fundo chato.

A citotoxidade dos extratos e fragdes foi avaliada pelo método colorimétrico3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium (MTT) descrito por
Mosmann (1983) que consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela
atividade enzimatica mitocondrial das células vivas, esquema representativo na

figura 6.3.
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Para estudos in vitro, foram utilizadas linhagem de células tumorais: J744
(linfoma histiocitica, tumor ndo solido), P388 (Leucemia LLAT- murino, tumor nao
s6lido), Jurkat (Leucemia LLAT humano, tumor nédo solido), K562 (Leucemia
eritroblastica humano, tumor nao solido), ECV304 (Carcinoma de bexiga humano,
tumor sélido), B16F10 (Mieloma murino, tumor sélido) e HelLa (Carcinoma colon
humano, tumor solido). Todas as linhagens foram cedidas pelo Laboratério de
Pesquisa do Timo e os experimentos foram realizados no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais, Farmanguinhos - Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.

As células foram crescidas em meio de cultua RMPI 1640 com L glutamina
(Sigma, St. Louis, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
gentamicina. Os testes foram realizados em microplacas com 96 pocos com fundo
chato (Corning, NY 14831), para as linhagens celulares nao aderentes
primeiramente foram plaqueadas 100puL da suspenséo celular na concentragao de
2.10°cel/mL™ em meio RPMI e posteriormente forma acrescentados 100pL dos
extratos fungicos solubilizados em RPMI e DMSO (1%) e nas concentracdes
10mg/mL™?; 1mg/mL™?; 0,4mg/mL™; 0,01mg/mL™; 0,001mg/mL™, incubadas por 20h
em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5% CO,. Para linhagens celulares
aderentes inicialmente 100uL da suspenséao celular foram plaqueadas e incubadas
por 24h em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5% CO,, para adesdao celular, apés
este periodo acrescentou-se 100uL nas mesmas concentracdes e condicdes de
cultivo que as células ndo aderentes. Apds incubacéo plaqueou-se 22,5uL de MTT
diluido em solucdo salina a (5mg/mL™) para revelacédo das placas, incubou por 3
horas em auséncia total de luz. Centrifugou a placa a 2800rpm por 3 minutos, retirou
0 sobrenadante com auxilio de pipeta, adicionou-se 150uL de DMSO, incubou por
mais 15 minutos protegido de luz e a leitura foi realizada a 540nm com agitacéo de 5
segundos prévia a leitura espectrofotdometro (Spectromax 190, Molecular Services,
Sunnyvale, CA). Vale ressaltar que os testes foram realizados em quintuplicata para
cada concentracgao.

A partir dos dados obtidos da leitura espectrofotométrica, foram calculados a

taxa de viabilidade celular de acordo com a formula abaixo:

% viabilidade = Amostras — branco x 100

Meio — Branco

Controles: Branco = células lisadas com tween 3% (auséncia de viabilidade);
Meio = Meio de cultura RPMI + células;
100% de viabilidade = Meio — branco.
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Atividade Antitumoral
Extratos do fungos endofiticos

Avaliacéo Citotoxicidade in vitro
por Mosmann (1983)

Extrato bruto 03 a -J744  Tumores néo soélidos

-P388,

Extrato 105 a _Jurkat
-k562
Extrato 177 a -ECV304 Tumores Solidos
-B16F10
Extrato 391 a -Hela
Solubilzagdo dos extratos:
RPM e DMSO a 1%
Filtrag&o em 22 UL
Incubou-se : 37 “C e apds 24 horas Controles:
Revelagio: ’
22pL MTT, e re-incubada a 37 °C por 3hs Controle do DMSO — Meio + células+ DMSO

Acrescenta-se DMSO
Controle positivo - Meio+ celulas

Leitura espectrofotdmetro 540 nm i ) i
Controle negative - Meio + celulas + Tween

Figura 6.3 - Esquema representativo do ensaio para atividade antitumoral pelo método colorimétrico
MTT [3-(5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo tetrazolium] descrito por Mosman (1983)

dos extratos diclorometano (pH acido) das linhagens flungicas 03a, 108a, 177a e 391a

6.3 Resultados e Discussao

As linhagens fungicas foram identificadas pelo sequenciamento da regido
18S, As sequencias obtidas foram comparadas com sequencias de nucleotideos
depositadas GenBank, apresentando alta similaridade da linhagem CFEL177 para
Fusarium oxysporum, linhagem CFEO3 para Hypocrea koningii, linhagem CFE108

para Aspesgillus oryzae, linhagem CFE391 para Fusarium solani.

Através dos experimentos foi possivel perceber que as condi¢des ideais de
cultivo, em meio liquido, visando a producdo de metabolitos ativos, variam de um
fungo para o outro. Além disso, a forma de extragcdo é um fator importante na
obtencdo das substancias de interesse, pois pode favorecer a extracdo de alguns
metabolitos em detrimentos de outros. Assim, a extracdo utilizando a variagéo de pH
parece ser umas da melhores alternativas para obter extratos mais complexos,

purificados e em maiores rendimentos, em concordancia com Sana e Fischer (2007).
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6.3.1 Atividade antimicobacteriana

A atividade antimicobacteriana contra M. bovis BCG dos extratos estao
apresentadas na tabela 6.1. Pode-se observar que todos os extratos apresentaram
alguma atividade inibitéria nas concentragfes utilizadas, mostrando que o solvente
escolhido neste estudo (diclorometano) foi capaz de extrair metabolitos bioativos. O
extrato 108a foi 0 mais potente com a menor concentracao inibitéria de 0.01 mg/mL™
e com apenas 36.8% de viabilidade bacteriana nesta concentracdo. Para os outros
extratos as maiores inibicbes foram observadas apenas na concentracdo de 1

mg/mL™* com viabilidade entre 39.6 a 55.9%, como apresentando na figura 6.4.

Tabela 6.1 - Concentracao inibitoria minima dos extratos fangicos contra M. bovis BCG

Viabilidade (%)

Extratos fangicos mg/mL™
0.01 0.1 1
03 a 72.05 45.03 55.91
108 a 36.88 33.18 30.82
177 a 91.92 64.37 39.61
391 a 79.87 56.43 46.37
03a 108a
1007  [— 100
S 9
P e
® =
2 50 £ o
=] =
[ =}
> s
=
—
0 Meio 0,01 0,1 1 Tween u] - [ ]
Meio 0,01 0,1 1 Tween
mg/mbL ma/mL
177a 391a
1004 100
= 501 = 501
a = s
= >
>
0 —i
]  — Meio 001 0,1 1 Tween
Meio 0,01 0.1 1 Tween
mafmL mg/mL

Figura 6.4 - Representagéo gréafica da atividade antimicobacteriana dos extratos fungicos contra M.
bovis BCG
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A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa respiratéria crénica, que vem
afligindo a humanidade ha muito tempo, os agentes etiol6gicos causadores da
tuberculose em mamiferos sdo formados pelo complexo, Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis, M. microti e M. africanum (COLLINS; GRANGE 1987,
O'REILLY; DABORN, 1995). O M. bovis, conhecido como bacilo tubérculo bovino e
gue causa a tuberculose em uma gama de animais tais como: bovinos, raposas,
bdfalos, porco, ovelha, cachorro, homens, primatas ndo humano e outros. A
transmissdo ocorre entre intra e interespecificos, alem do contanto com fluidos
corporeos infectados, tornando muito dificil sua total erradicacdo e em paises em
desenvolvimento € considerado um grave problema de saude publica que afeta
aproximadamente 32% da populacdo mundial. No Brasil, 80.000 casos sé&o
registrados anualmente, com taxa de incidéncia de 37.1/100.000 habitantes,
segundo dados do Ministério da Saude, além disso, entre as pessoas infectadas no
mundo, cerca de oito milhdes por ano desenvolvem tuberculose activa e quase dois
milhdes de pessoas morrem (COLLINS; GRANGE 1987; O'REILLY 1995; TRIPATHI
et al., 2004; CRUZ et al., 2010; WHO, 2010).

Atualmente, mesmo as regides onde a tuberculose ndo era mais prioridade
nas politicas de salde, ele vem ressurgindo. As possiveis razbes para o
recrudescimento desta anomalia incluem a epidemia da AIDS, os niveis crescente
de pauperizacdo, uso de drogas, a existéncia de mutantes resistentes em cepas
selvagens, sua provavel selecdo pelo tratamento sob certas condi¢des, além de
poucas drogas potentes para combaté-la.

Neste bioensaio, observamos que compostos presentes no extrato bruto do
isolado CFE108, identificado com alta similaridade de Aspergillus oryzae apresenta
interessante atividade contra M. bovis, tornando um candidato em potencial como
prot6tipo antimicobacteriana. Sabe-se que € necessario continuar os estudos a
niveis in vivo e para outras linhagens de Mycobacterium a fim de confirmar a

bioatividade.
6.3.2 Atividade antioxidante
A avaliacao preliminar quantitativa dos extratos pela reducéo do radical DPPH

sugeriu a existéncia de substancias com atividade antioxidante. As atividades foram

dose-dependente, o que permitiu o calculo do ECs, para cada um dos extratos
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fungicos analisados. As porcentagens de inibicdo obtidas para cada extrato plotadas
na figura 6.5 (A), relacionando concentracéo versus % de inibigdo, calculando-se o
coeficiente de regressao linear e equacdo da regressao da reta, exposto na tabela
6.2.

A quantidade de extrato bruto fungico testadas necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH a 50%, ECs variou entre 0.63 a 17.81 ug/mL™, sendo
gue os compostos obtidos da linhagem CFE108a (ECsp = 0.63) mostrou-se
comparavel aos controles positivos rutina (ECso = 0,74), quercetina (ECso = 0,03) e
trolox (ECso = 0,01), figura 6.5(B). Os compostos obtidos da linhagem fangica
CFEO3b (ECso = 3.44), apresentaram capacidade moderada seguida de fraca para
0s outros extratos com ECsg entre 4.13 a 17.81. Apenas o0s extratos 177(a e b) ndo
apresentaram nenhuma atividade antioxidante, ocorrendo o inverso, com valores
ECso negativos, que pode ser resultante de uma acéo de oxidagdo, entretanto n&o
pode ser provada neste estudo.

Tabela 6.2 - Equacao da reta usada para calcular ECs, da atividade antioxidante de extratos flingicos

endofiticos de C. leprosum

Amostra Equagdo da reta R? ECso
03 a y =4.4755x + 7.7092 0.974 9.44
03b y =12.086x + 8.3649 0.996 3.44
108 a y =6.673x +45.772 0.636 0.63
108 b y =3.4664x + 7.0841 0.977 12.38
177 a y =-16.209x + 10.204 0.928 -2.45
177 b y =-5.5351x + 2.1237 0.970 -8.65
391a y =9.403x + 9.4462 0.962 4.31
391b y =3.0664x —4.6374 0.977 17.82
Trolox y =9.511In(x) + 88.093 0.910 0,01
Quercetina y = 10.44In(x) + 85.837 0.826 0,03
Rutina y = 10.844In(x) + 78.107 0.920 0,07

(ECs = coeficiente de equivaléncia)
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Figura 6.5 - (A) Efeito da captura dos radicais livie DPPH do extrato bruto de multiplos pHs de fungos
endofiticos de C. leprosum.(B) Determinacé@o da atividade de captura do radical livre

pelos padrdes Trolox, Quercitina e Rutina

Os resultados da avaliagao quantitativa da atividade antioxidante dos extratos
fungicos e controles positivos, nas concentragdes 5, 2.5; 1.25, 0.625, 0.312 (mg/mL"
1y, determinada pelo ensaio do DPPH, estdo apresentados na figura 6.2, mostrando
que de todos os extratos testados, 6 apresentaram atividade sequestradora do
radical DPPH. Assim como apresentado na tabela 6.3, os maiores potencias

redutores do radical livre DPPH, foram observadas nos extratos 108a (ECsp = 0.63).
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Tabela 6.3 - Percentual de reducdo do DPPH pelos extratos fungicos utilizados de acordo com as

concentracdes utilizadas

% de Reducéo do DPPH

Amostras mg/L'l
0.312 0.625 1.25 2.5 5
03a 7.90 10.00 14.00 21.00 29.00
03b 10.00 17.00 24.00 39.90 68.00
108a 40.00 43.00 66.00 71.50 73.00
108b 9.00 10.00 10.00 15.00 25.00
177a -5.00 -1.00 -3.00 -20.00 -77.00
177b -2.00 -1.00 -2.00 -12.00 -26.00
391a 8.64 14.50 23.66 37.73 53.80
391b -0.75 1.08 3.70 7.33 11.45

Antioxidantes sdo compostos capazes de reduzir a acdo de espécies reativas
de oxigénio (radicais livres) que podem causar danificacdo em tecidos organicos. A
formacdo de radicais livres esta associada com o metabolismo natural das células,
pois 0o consumo do oxigénio durante o crescimento celular resulta na geracdo de
compostos que interagem com lipidios e produzem radicais livres na forma de
superoxidos, hidroxilas e peroxidos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A acado de tais radicais em organelas celulares por meio da oxidacédo de
lipidios, lisossomos e membranas mitocondriais, causa um desequilibrio eletrolitico
de constituintes endo e exonucleares, o qual resulta em danos celulares e teciduais
por diferentes mecanismos. Tais eventos contribuem para o desenvolvimento de
patologias como inflamacgédo, artrites, doencas gastrointestinais, isquemia,
cardiovasculares, desordem no sistema nervoso e doencas neurodegenerativas
(SOKMEN et al., 2005; HUANG et al., 2007). Portanto, a utilizacdo de substancias
com acgao de capturar radicais livres surge como uma alternativa na terapia de varias
doencas, 0 que torna importante a busca de novos compostos capazes de inibir
processos oxidativos, in vivo, sem a presenca de risco para a saude humana
(HUANG et al., 2007).

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é determinada

pela habilidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estavel DPPH. A
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propriedade de sequestrar radicais livres dos compostos presentes em varios
extratos de plantas ou micro-organismos tem sido recentemente apontada sugerindo
um possivel papel redutor destes compostos, diminuindo os riscos de doencas
cardiovasculares em humanos. O sequestro de radicais livres € um dos mecanismos
reconhecidos pelo qual ocorre a agdo dos antioxidantes (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).

Estudos mostram que a alta atividade antioxidante dos compostos pode se
dar em decorréncia da presenca, principalmente, de compostos fendlicos (por
exemplo, acidos fendlicos, flavondides, quinines, cumarinas, lignanas, taninos),
compostos de azoto (alcalbides, aminas, Betalainas), vitaminas, terpenoides
(carotenodides incluind), e alguns outros metabolitos endégenos, que sao ricos em
antioxidante atividade (ZHENG; WANG, 2001; ELOFF et al., 2008). (ARUOMA et
al.,1996; SOKMEN et al.,, 2005). Dois compostos, pesticina e isopestacina
(isobenzofutanona) foram isolados e caracterizados de culturas de P. microspora,
um fungo endofitico de Terminalia morobensis (planta da familia Combretaceae),
apresentaram atividade antioxidante, além de antimicrobiana contra Pythion sp.
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani (STROBEL; DAISY, 2003), sendo
assim, metabolitos isolados de endofiticos de plantas pertencente a familia
Combretaceae apresentam atividade biolégicas interessantes, alvo para prospec¢ao
de novos compostos (ARUOMA et al.,1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
SOKMEN et al., 2005; SOUSA et al., 2007).

6.3.3 Atividade antitumoral

A avaliacdo da atividade antitumoral de cada extrato fungico foi realizada em
sete linhagens tumorais (sélidos e nédo sdlidos) e todos os extratos brutos fungicos
apresentaram atividade antitumoral em pelo menos uma das concentracdes
utilizadas. Os coeficientes de inibicdo (ICsp estdo apresentados na tabela 6.4 e
efeitos citotoxicos de acordo com as concentragdes estéo visualizados na figura 6.6.

Os compostos presentes no extrato obtido da linha CFE108a identificada
como Aspergillus sp. apresentou significantes efeitos citotoxicos contra as linhagens
causadores de linfoma histiocitica (J744) com ICso de 0.80 e leucemia (Jurkat) com
ICs50 de 0.89. Dentre os tumores solidos os maiores inibigbes foram contra carcinoma

de bexiga (ECV304) com ICsy de 3.08 e carcinoma de colon (HeLa) com ICsy de
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2.97. Além disso, os extrato 108a foi o Unico que apresentou inibicdo até a
concentracdo 0.01mg/mL™, como observado na figura 6.3.

Para os compostos presentes no extrato 177a, com alta similaridade para
Fusarium oxysporum, apresentaram os maiores indices de inibi¢des contra leucemia
LLA (P388) com ICso de 2.14 e linfoma histiocitica (J744) com ICso de 2.98. Para as
outras linhagens cancerigenas apresentou atividade moderada com valores de ICsg
entre 3.40 a 175. Contudo, este extrato em particular apresentou os maiores efeitos
citotoxicos na concentracdo de 1mg/mL™ do que na concentracdo de 10mg/mL™,
como pode ser observado na figura 6.3. Este evento, antagonismo quimico, pode
demonstra a presenca de misturas de compostos diferentes que competem entre si,
pelos mesmos sitios de acdo e/ou quando diluidos, a atividade de um composto é
potencializado pela diminuicdo da concentracdo do outro. Em relacdo atividade
citotbxica dos compostos presentes nos extratos obtidos da linhagem CFEO3
(identificada como Hypocrea koningii), foram observadas moderadas inibicbes com o
menor ICso de 4.12 contra linhagem J744. O extrato 391a com alta similaridade para
Fusarium solani apresentou todos os valores de ICso acima de 5, sendo 0 menos
eficaz neste ensaio.

Neste estudo, as linhagens de tumores ndo solidos foram mais susceptiveis
aos compostos teste do que os tumores sélidos, isto € um indicativo dos possiveis

mecanismos de acdo dos compostos em teste.

Tabela 6.4 - Concentracéo inibitéria ICsq dos extratos fingicos contra linhagens de células cancerigenas

ICso
Células Tumorais 03a 108a 177a 391a
B16F10 5.28 5.00 4.67 8.11
ECV304 454 2.97 5.42 5.80
HelLa 5.42 3.08 3.40 5.96
P388 6.29 2.89 2.14 5.33
K562 5.87 1.47 7.78 6.51
Jurkat 4.77 0.89 175.0 6.25
J744 412 0.80 2.98 5.36

a - extratos organicos obtidos em pH &cidos (3), ICso—Coeficiente de inibigao
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Figura 6.6 - Graficos dos ensaios de citotoxidade dos extratos brutos fangicos frente a sete linhagens
cancerigenas; construgcdo de dados baseados na viabilidade versus concentracdes
utilizadas

De acordo com pesquisas para ensaios focados na descoberta de drogas
anticancer, o Instituto de Cancer Nacional dos Estados Unidos (NCI) (SHOEMAKER,
2006) desenvolveu um programa primario de screening para determinar as principais
modelos para avaliagdo da atividade antiproliferativa de linhagens celulares
cancerigenas in vitro. Os testes de microcultivos in vitro que avaliam o crescimento e
viabilidade celular tais como MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazoélio) e XTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), que
sdo testes colorimétricos em que a concentragdo da coloragdo resultante pela
reducdo do MTT ou XTT em sal de formazam determina proporcionalmente a
viabilidade das células. Além disso, existe a necessidade de utilizacdo de no minimo
3 linhagens de células cancerigenas, de preferéncias de tumores sélidos e néo
sélidos, para real determinacéo da possivel acdo dos compostos testes. Com base
em tais afirmacbes, neste trabalho utilizamos a técnica de microcultivo in vitro
utilizando o MTT como revelador e podemos afirmar que esta técnica € simples,
rapidas e de facil interpretacdo. Utilizamos também, sete linhagens cancerigenas de
humanos e murinos (camundongos) para determinar a real atividade antiproliferativa
dos compostos em questao.

A continua necessidade de novos produtos antitumorais gera a necessidade
de pesquisar novas fontes de bioprospeccéo tal como micro-organismos endofiticos,

0s quais representam uma fonte abundante e confiavel de bioativos e quimicamente



131

novos compostos com potencial para exploracdo em uma ampla variedade de
aplicacdo meédica, agricola e industrial. Os mecanismos pelos quais enddfitos
existem e responder ao seu ambiente deve ser melhor compreendido, isto pode
facilitar os processos de deteccéo de produtos. Embora o trabalho sobre a utilizac&o
deste vasto recurso apenas comecgou, estudos tem mostrado enorme potencial para
estes organismos, como pode ser observado com os resultados deste trabalho.

InvestigacBes anteriores demonstraram metabolitos secundarios de fungos
revelam ser um importante grupo de novo agentes biologicos, apresentando baixa
toxicidade para celulas normais, além de em sua maioria possuirem baixo peso
molecular, exibindo um potencial atividade anticancer pois podem desencadear um
grande conjunto de processos incluindo a apoptose, angiogénese, metastase,
regulacdo do ciclo celular, e transducdo de cascatas de sinalizacdo tais como:
Viridina (Trichoderma viride), Isoechinulina A (Aspergillus ruber), Chaetoglobosin C
(Chaetomiun globosum), Cytochalasina A (Phoma exigua, Ascochyta heteromorpha,
Helminthossporium dematioideum) (atividade citotoxica em células Hela com
interferéncia na divisdo celular), zigosporina D(Phoma exigua, Ascochyta
heteromorpha) (atividade citostatica em P-185 células de mastécito), Randarin B
(Aspergillus sulphureus) (citotoxidade contra linhagens de tumores sélidos) (COLE;
SCHEWEIKERT, 2003).

Outras atividades biolégicas também sdo observadas incluindo: oxysporidinone
e 6-epi-oxysoridinone como agentes anti-fungicos (BREINHOLT et al., 1997), agentes
antimicrobianos como beauvericina e bikaverin, toxinas fangicas fumonisina e
sambutoxin, fosfatidilinositide inibidor 3-quinase, agente imunossupressor como
ciclosporina A (ZHAN et al., 2007; JAYASINGHE et al., 2006). Octa-hidro-antraquinona,
com atividade antimicobacteriana conta  espécies de  Mycobacterium,
fusarantraquinonas, fusarnaftoquinonas A-C e fusarona derivados de Fusarium spp
isolados de ambientes marinhos com ampla atividade antibacteriana, antifungica,
antimicobacteriana, antimalaria, citotéxicas em cancer de prostata (TRISUWAN et al.,
2010). Vale ressaltar a descobertas de novos alcaloides como fusamina com atividade
antiproliferativa, tetrahidrocarbolin, tirosino, provenientes de endofiticos de Aegiceras
corniculatum (DING et al., 2012). Neste estudo as linhagens endofiticas utilizadas
foram a linhagem CFEO3 para Hypocrea koningii, linhagem CFE108 para Aspesgillus
oryzae, a linhagem CFE177 identificada como Fusarium oxysporum, a linhagem

CFE391 identificada como Fusarium solani, e 0s nossos resultados corroboram com 0s
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referenciado acima, que linhagens fangicas endofiticas de plantas endémicas da
caatinga evidencia uma fonte em potencial para bioprospeccdo de compostos com
atividades bioldgicas, principalmente, antitumoral como vistos nestes resultados
prévios. Entretanto, ha necessidade de estudos de caracterizagcdo quimica para
identificagcdo dos compostos responsaveis por tais acdes, além da continuidade dos

estudos para os mecanismos de ac¢dao utilizados pelos mesmos.

Tabela 6.5 - Identificacdo dos fungos endofiticos, segundo sequenciamento da regido 18S do DNAr

cédiao Percentual de Percentual de Taxon encontrado NUmero de acesso
9 cobertura identidade Genbank
CFEO063 100% 99% Hypocrea koningii AJ301990
CFE108 100% 98% Aspergillus oryzae DQ155287
Fusarium oxysporum, strain
CFE177 100% 99% OUCMDZ-639 JN604548
CFE391 100% 99% Fusarium solani strain EGY1 JQ837837
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7 ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO ESTRUTURAL E ATIVIDADE BIOLOGICA DE
METABOLITOS PRODUZIDOS PELO FUNGO ENDOFITICO Aspergillus oryzae
(CFE108)

Resumo

O presente trabalho teve como escopo isolamento, purificacdo e elucidagao
quimica dos compostos obtidos de extrato bruto de diclorometano da linhagem
endofitica fungica Aspergillus oryzae CFE108. O Processo de isolamento foi
realizado pelo fracionamento bioguiado do extrato bruto diante das atividades
bioldgicas (Antimicrobiana, Antioxidante, Anticancerigenas), as mesmas inicialmente
observadas no extrato bruto. Foram utilizadas técnicas cromatogréficas
(cromatografia em coluna, CCD, CCD preparativa) e espectrométricas (GC-MS, LC-
MC, 1H-RMN, 13C-RMN, DEPT, COSY, HMBC, HMQC) para identificacdo e
elucidacdo dos compostos. Os resultados mostram as fracdes que foram obtidas
pela solucdo de solventes de média polaridade: Cloroférmio/metanol (8:2);
Cloroféormio/Metanol (9:1), Cloroférmio/Metanol (8:2) apresentaram as mesmas
atividades observadas anteriormente pelo extrato bruto: sequestro do radical livre
DPPH com ECso de 6.67, acdo antimicrobiana para linhagens fungicas e bacterianas
como maior acao frente P. aphanidermatum, S. rolfis, Phytophthora sp. e S.
sclerotium. De acordo com as atividade citotoxicas as maiores a¢es foram contra as
linhagens linfoma histiocistica (J744), mieloma murino (B16F10) e baixa citotoxidade
para carcinoma de bexiga (ECV304) e leucemia eritroblastica humana (k562) na
concentracdo de 1mg/mL™. Foram isolados dois compostos: SS-XL-32-01
identificado como bis-(2-etilhexil) ftalato (DEHP) e SS-XL-20-1 identificado como
fenol, 2.2metileno-bis[6-(1,1-dimetiletil)-4-etil], ambos com atividade anticancer para
células Hela com percentual de ate 98% e 71%, de morte, respectivamente. Alem
disso, a modificacdo através da reacdo de metilacdo do composto SS-XL-32-1
resultou na quebra do anel aromatico, formacdo de 4 subprodutos e perda da
atividade, sendo um indicativo do sitio ativo da molécula responsavel pela atividade
observada.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae; Anticancerigeno; Combretum leprosum;
Caatinga; Biomoléculas; Bis-(2-etilhexil)ftalato; Fenol
2.2methylenobis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-ethyl]

Abstract

The scope of this study was isolation, purification and elucidation of the chemical
compounds obtained from dichloromethane crude extract of endophytic fungal,
Aspergillus oryzae CFE108 strain. The isolation procedure was performed by
fractionation of the crude extract according to biological activities (antimicrobial,
antioxidant, anticancer), as observed in the crude extract. Chromatographic
techniques were used (column chromatography, TLC, preparative TLC) and
spectrometric (GC-MS, LC-MC, 1H-NMR, 13C-NMR, DEPT, COSY, HMBC, HMQC)
for identification and clarification of the compounds. The results show fractions that
were obtained by the solution of average polarity solvent: chloroform/methanol (8:2),
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chloroform/methanol (9:1), chloroform/methanol (8:2), the same activities as
previously observed for the extract crude: the captures of free radical DPPH with
ECso of 6.67, antimicrobial for bacterial and fungal strains as major action against P.
aphanidermatum, S. rolfis, Phytophthora sp. and S. Sclerotium. According to
cytotoxic activity against, the highest activities were histiocistica lymphoma lines
(J744), murine myeloma (B16F10) and low cytotoxicity for bladder carcinoma
(ECV304) and leukemia eritrobléstica human (K562) the concentration of 1mg/mL™.
Two compounds were isolated: SS-XL-32-01 identified as bis-(2-ethylhexyl) phthalate
(DEHP), and SS-XL-20-1 identified as phenol 2.2 methylenobis [6 - (1,1-
dimethylethyl) - 4-ethyl], both with anticancer activity to Hela cells with a percentage
of up to 98% and 71%, of death, respectively. In addition, modified by methylation
reaction of the compound SS-XL-32-1 resulted in the break of the aromatic ring and
product formation of 4, were seem the loss of activity being indicative of the active
site of the molecule responsible for the observed activity.

Keywords: Aspergillus oryzae; Anticancer; Combretum leprosum; Caatinga,
Biomolecule; Bis-(2-etilhexil)ftalato; Fenol 2.2methylenobis[6-(1,1-
dimethylethyl)-4-ethyl]

7.1 Introducéo

Existe uma chamada geral de novos antibioticos, agentes quimioterapéuticos
e agroquimicos que sdo altamente eficazes, possuem baixa toxicidade, e terd um
menor impacto ambiental. Esta procura é impulsionada pelo desenvolvimento de
multi-resisténcia em microorganismos infecciosos (por exemplo, Staphylococcus,
Mycobacterium, Streptococcus, Candida e Criptococcus) para 0S compostos
existentes e pela presenca ameacadora de organismos resistentes naturalmente
(VALDES, 2005; ODDS, 2005). Por outro lado, existe um aumento absurda na
incidéncia em novas doencas pela populacdo humana, tais como, cancer, infeccdes
oportunistas, infec¢des virais (HIV, HTLV, Influenza, HiN;), exigindo a descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos para combaté-los (NIH, 2001; NEWMAN
et al., 2003; BUTLER, 2004) Novos produtos naturais e os organismos produtores

oferecem oportunidades para a inovacdo na descoberta de medicamentos.

A descoberta de medicamentos é uma atividade complexa e interdisciplinar
da quimica, farmacologia, clinica e biololdgica, que tem beneficiado a humanidade
imensamente nos ultimos 100 anos (DREWS, 2000; BUTLER, 2004) Apesar de a
descoberta da droga tem sido tradicionalmente um processo dificil e dispendioso, a
guantidade de dinheiro sendo investido em P&D e desenvolvimento clinico disparou,

entretanto, a saida de medicamentos recém-langados diminuiu (Pharmaceutical
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Industry Profile 2003, GERSHELL; ATKINS 2003), isto porque, de cada 10.000
prototipos de droga que sé&o encaminhada aos bancos de framaprojetos apenas 1
entra no mercado indiustrial farmacéutico. Apesar de a cada ano ocorre o depdsito
em numero record de novos produtos ndo se sabe como afetara o futuro da
industria (DREWS, 1999; PHARMA, 2010; WESS et al., 2001).

A razéo para a falta de compostos lideres a partir de bibliotecas sintéticos em
algumas éareas terapéuticas, tais como anti-infecciosos, imunossupressao, oncologia
e doencas metabdlicas pode ser devido a necessidade de um composto com amplo
e efetivos mecanismos de acdes em diferentes niveis de bioatividade (HENKEL et
al., 1999; STAHURA et al.,, 2000; LEE; SCHNEIBER 2001; FEHER; SCHMIDT
2003). Diante disto, o isolamento de compostos apartir de fontos nao comuns
(endofito) sgao consideradas atraentes alternativas para as bibliotecas de farmacos
naturaius e guimico-sintéticas, especialmente em areas terapéuticas. Interessante
ressaltar que, grupos e empresas comecaram a sintetizar estruturas mais complexas
combinadas e/ou modificando suas estruturas, com intuito de geracdo de novas
moléculas mais ativas, direcionada pelas qumicia de produtos naturais descrita como
"sintese orientada pela diversidade e bioatividade" (DOS) por Schreiber (LEE;
SCHNEIBER 2001; ARYA et al., 2002; KINGSTON; NEWMAN 2002; ABREU,;
BRANCO, 2003; BURKE et al., 2003).

Nos das atuais, as ferramentas biotecnoldgicas tem contribuido para o avango
da metodologia de triagens para descobertas de novas drogas, denominadas como
triagem em alto rendimento (HTS, High Throughput Screening). Tal método consiste
em testa cerca de cem mil amostras (extrato brutos e fracfes) por semana em
bioensaios de rotina, utilizando a robéticos e sistemas de manipulacdo de dados
simplificando e potencializando em escala exponencial, as chances de rastrear
pontestes produtos em potencias para aplicacdo biotecnolégica (ENTZEROTH,
2003; VASCHETTO; WEISSBROD, 2007). Contudo, uma dos barreiras para a
implantagdo destas estrategias é 0 alto custo de investimento inical em

equipamentos, insumos, méo de obra qualificada por parte dos grupos de pesquisas.

Segundo estimativas da Convencgéo da Diversidade Biologica (CDB), o Brasil
hospeda entre 15 a 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado o

maior do planeta em nimero de espécies endémicas (MITTERMEIER et al., 2004,
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MELO, 2002). Dentre destas espécies, os endofitico (micro-organismos que habitam
no interior dos tecidos vegetais sem causar danos aparente) sdo fontes importantes
de substancias biologicamente ativas (AZEVEDO, 1998, 2000; MELO, 2002). Diante
disto, o acesso a endofiticos associados a plantas medicinais encontradas em
biomas com alta taxa de biodiversidade e endemismo como a caatinga, encontrada
na regido do semiarido brasileiro e a avaliacdo do potencial dos compostos, tém sido
o enfoque do nosso grupo de trabalho. Este trabalho teve como objetivo o
isolamento e elucidacdo quimica de biomoléculas com interessante atividades
anticancerigenas, antimicrobianas, antioxidante e antimicobacteriana, obtidas do
metabolismo secundario da linhagem endofitica Aspergillus oryzae CFE108 isolada
previamente de Combretum leprosum, uma planta medicinal e endémica da regiéo
de caatinga. Vale ressaltar, que este € o primeiro trabalho sobre o estudo de

biomoléculas de endofiticos associados a plantas do género Combretum.
7.2 Material e Métodos

Neste estudo foi utilizado a linhagem fungica endofitica CFE108, previamente
isolada de folhas de Combretum leprosum planta endémica do semiarido brasileiro,
identificada através do sequenciamento da regido 18S rDNA como Aspergillus

oryzae,no Laboratério de Microbiologia Ambiental, EMBRAPA Meio Ambiente.

De acordo com o0s ensaios de avaliagdo de atividades biologicos dos
compostos presentes no extrato bruto (capitulo 03), apresentou alto potencial para

bioprospecc¢éao de suas biomoléculas com possivel aplicacdo biotecnoldgica.

7.2.1 Obtencdo dos metabolitos secundarios: cultivo, filtracdo e obtencao

extratos brutos da linhagem CFE108

A linhagem CFE108 foi fermentada em 5L de caldo de cultura Czapec
modificado (3g de Nitrato de so6dio (NaNO3), 1g de Fosfato Dipotassico (KH,PO,),
0.5g de Sulfato de Magnésio (MgS0O4.7H,0), 0.5g de Cloreto de Potéassio (KCI),
0.01g de Sulfato Ferroso (FeS0O,.7H,0), 8g de extrato de levedura, 15,0g de
dextrose, pH 7.3), incubada a 28°C, em cultivo estacionaria, por 30 dias, para maior

concentragcdo das biomoléculas de interesse. Apos o crescimento fungico, os caldos

dos



141

de culturas foram submetidos ao sistema de filtragdo a vacuo (Sartorius), com
membrana de celulose de 0.45um (Milipore), e centrifugacao a 9000rpm por 30min a
4°C para retirada das células fungicas. Os filtrados foram submetidos, por trés
vezes, ao processo de extracao liquido-liquido em sistemas de duas fases aquosas
(SDFA), com o solvente diclorometano na proporgéo de 1:1(v/v) em pH (acido 3,0)
onde houve a formacédo de duas camadas: uma aquosa, na parte inferior e outra
organica, na parte superior. Foi adicionado a fase organica 5% de sulfato de sodio
anidro, filtrada em papel Whatman n°4 e concentrada no evaporador rotativo
(Quimis) a temperatura de 45°C, a pressao reduzida (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001).
O extrato bruto obtido foi pesado em balan¢a analitica e armazenado a -20°C. O
extrato bruto seco do controle negativo foi obtido através da extracdo do caldo de

cultura sem inéculo.

7.2.2 Biomonitoramento do extrato em potencial para producdo de

biomoléculas antitumorais

O extrato bruto (580mg) foi submetido a particdo em coluna cromatogréfica,
utilizando como fase estacionaria silica gel (60-200 nm, Merck) contida em coluna de
vidro e a fase mével em gradiente crescente de polaridade, partindo de hexano
(100%), cloroférmio (100%), hexano/cloroférmio (1/9), hexano/cloroférmio/metanol
(v/viv, 1000 mL), cloroférmio/metanol (v/v, 1000 mL) e ate metanol 100% (500 mL).
As fracdes obtidas foram coletadas, concentrados em rotaevaporador e 0S seus
constituintes foram avaliada usando por cromatografia de camada delgada (CCD),
visualizada com UV (254, 305 e 363 nm). Baseado no perfil de CCD, as fra¢gbes que
continham mesmas distribuicbes de compostos foram reunidas. Um total de 10
combina¢des majoritarias foram obtidas a partir do extrato bruto de CFE108, figura
7.1.
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Extrato Bruto 108a

!
Cromatografiaem Camada Delgada

l

Cromatografiaem Coluna
Filtrante
(pressaoreduzida)

Hexano Cloroférmio Cloroférmiofhexano Cloroférmiofmetan ol Metan ol

\Y%

FrO1 Fr02 FrO3 Fr04 FrO5 FrO6 Fr07 Fr08 Fr09 Fr10

Figura 7.1 - Esquema da particdo do extrato bruto em coluna cromatogréfica, utilizando sequencias

de solvente em gradiente crescente de polaridade

As fracBes obtidas foram solubilizadas em DMSO (Sigma, St. Louis, USA) e
diluidas para as concentracées de trabalho (1-1.10* mg/mL™) nos bioensaio.

Foram realizadas a avaliagdo do potencial antioxidante (de acordo com o item
6.2.2.2), antimicrobiano utilizando a técnica de difusdo em disco contra as mesmas
linhagens bacterianas patogénicas humanas e fangicas fitopatogénicas, de acordo
com o item 5.2.4.3, para monitoramento da atividade bioldgica e verificar quais das
fracbes possui as biomoléculas ativas. As fracbes que apresentaram atividades
biolégicas foram encaminhadas ao ensaio de citotoxidade (de acordo com item
6.2.2.3) frente as células tumorais ECV304, B16F10, CEM, K562 e J774 e células
T.END1 como controle de célula normal. Além disso, foram utilizadas mais duas
fracbes com polaridades diferentes para certificacdo separagcdo dos compostos
contido no extrato bruto inicial. Os quimioterapicos comerciais Pirarubicina (Sigma,
St. Louis,USA) e combretastatin A4 (Sigma, St. Louis, USA) foram utilizados como
drogas padrdes. Este bioensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratério de

Quimica de Produtos Naturais, Farmanguinhos, Fiocruz, RJ.
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7.2.2.1 Avaliacéo do efeito de transformagdo morfolégica em células T.End1

Para verificar os efeitos dos compostos presentes nas fragdes na alteracéo
morfologica em células endoteliais, foram utilizadas linhagens de células T.End.1,

derivadas de células endoteliais derivadas do Timo de murino.

Em microplacas de 24 pocos foram inoculadas 500uL da suspensao celular
em meio de RPMI nas concentracbes de 2.5.10 cél/mL para adesdo células sem
confluéncia, incubadas a 37°C, 5% CO,. Depois de 24h que as células foram
incubadas, retirou-se todo meio de cultura em suspenséo, lavou-se com 1mL de
PBS (1x pH 7,4), acrescentou 300uL as fracdes (Fr03, FrO5 e Fr08) solubilizadas em
RMPI e DMSO (1%) na concentragédo de 1mg/mL™, incubando novamente por 2h a
37°C e 5% CO,. A leitura foi realizada e fotografias digitais foram tiradas em
microscépio optico com contraste de fase (Nikon, Japdo) com 100x de aumento.
Foram utilizados como controle negativo meio de cultura e a suspensao celular, para
controles positivos foram utilizados os farmacos padroes combretastatin CA4
(Sigma, St. Louis,USA) e pirarrubicina (Sigma, St. Louis,USA) nas concentracdes de
1mg/mL™* que alteram a morfologia celular como ja registrado em literatura (NANCY,
2008).

7.2.3 Isolamento, Purificacdo e Elucidacao quimica dos compostos presente no
extrato bruto responsével pelas atividades bioldgicas

A fim de obter maior massa de compostos para isolamento, purificacdo e
elucidacdo quimica das biomoléculas com potencial biotecnolégico, a linhagem
CFE108 foi submetida novamente a cultivo em larga escala, em 10L de caldo de
cultura Czapec modificado, sob as mesmas condi¢cbes de cultivo descrita no item
7.2.1. A prioridade para inicio do processo de isolamento e purificacdo do extrato
bruto (19g) foi definir a fidelidade das condi¢des de particdo em coluna cromatografica
(item 7.2.3), e as subfracdes foram purificados de acordo com bioatividade frente ao
ensaio citotoxico utilizando as linhagens cancerigenas K562 e Hela (item 6.2.2.3).
As subfracbes de interesse foram submetidas a cromatografia de camada delgada
em placa preparativa, separando 0s spots presente e enfim isolando os compostos.
Todos os experimentos de isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural das

biomoléculas de interesse foram realizados em colaboragdo com a Dra. Agnes
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Rimando no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, USDA, Oxford, MS,

Estados Unidos da América.
7.2.3.1 Instrumentos

Os compostos foram preparados nas concentragdes entre 1000, 500, 100, 50,

20, 1 (ug/mL™) para injec&o nos aparelhos.
7.2.3.1.1 UV; Infravermelho

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em um aparelho FT-IR
Bruker TENSOR™, em pastilha de silica utilizando o software OPUS™. Para as
medidas de rotacdo especifica foi utilizada o polarimetro 241 Perkin-Elmer UV-3101,

utilizando 0.5 mL dos compostos diluidos em metanol na concentracdo de 20 pg/mL”
1

7.2.3.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear

As amostras analisadas por ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
preparadas em cloroférmio deuterado (CDCLj3, Aldrich) na concentragcdo de 8
mg/mL™ (SS-XL-32-1) e 5 mg/mL™ (SS-XL-20-01), contendo TMS (tetrametilsilano)
como referéncia interna. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 1D
(*H, *C, DEPT 45) e 2D (HMBC, HMQC, COSY) foram registrados em
espectrometro Bruker Avance 400 MHz.

7.2.3.1.3 LC-MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Forma utilizados aliquotas dos compostos nas concentracdes de 50 pg/mL™* e
0s espectros de massas em alta resolugéo foram obtidos usando Agilent 1100HPLC
para JEOL AccuTOF (JMS-T100LC), (Peabody,MA).

7.2.3.1.4 CG-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

As analises por cromatografia gasosa fora realizadas em cromatégrafo Varian
CP-3800 GC acoplado a um Varian Saturn 2000 MS/MS, injetando aliquotas das
amostras a 50ug/mL™. O GC esta equipado com coluna DB-5 (30m x 0,25mm,
contendo com espessura de 0,25um), as condicdes empregadas nos experimentos

foram: bloco injetor 240°C, temperaturas da coluna 60—-240°C a 3°C/min e mantida a


http://www.brukeroptics.com/tensor.html?&L=0&print=1%3F
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240°C por 5 min, gas de arraste: He, com volume de injecdo 1ul com energia de

ionizagao a 70 eV.
7.2.4 Modificagcao Molecular por reacédo de metilagdo do composto isolado

Apébs o isolamento dos compostos, com o0 objetivo de conhecer quais sitios
das moléculas eram responséveis pela bioatividade foi realizada a reacdo de
metilacdo de acordo com a tabela 7.1, como tentativa de modificacdo de geracao de
moléculas novas mais potentes com que a anterior. Para a reacdo de metilacdo
adicionou-se ao composto SS-XL-32-1 carbonato de potéssio, iodeto de metila e
acetona em placa quente a 50°C, homogeneizando com “stir” por 24 horas. A reagao
foi monitorada em placas de CCD no sistema de eluente Hex (23,5%) DCM (75%)
MeOH (0,5%) acido acético(1 %) tendo como padrédo o composto puro. Apo a reagao
acrescentou-se agua, ressuspendendo e realizada particdo em acetato de etila (3x).
As fragbes obtidas em acetato de etila fora transferidos para vial, secos em
Nitrogenio, submetidos a CCD 10x10 para separacado, e extracdes dos compostos
produtores em acetato de etila/metanol (9/1). Os compostos resultantes da reacao
de metilagdo foram submetidos a atividade citotoxica em células cancerigenas HelLa
e k562 (item 6.2.2.3) e a andlise de *H-RMN.

Tabela 7.1 - Reacao de metilacdo para modificacdo molecular do composto em estudo

Procedimento Solucdo estoque Quantidade de uso

Composto SS-XL-32-1 - 1.5 mg/mL*

Carbonato de Potassio N
145.9 mg em 2 mL de H,O 2.2 mg/mL

(K2CO3)

lodeto de metila (CHsl) 260 pL 3.9puL
Acetona (PA) 10 mL 150 pL
Agua ultrapura 2mL 30 pL
Acetato de etila (PA) 5 mL 75 L

7.3 Resultados e Discusséo
7.3.1 Fracionamento guiado pela bioatividade dos compostos

O fracionamento do extrato bruto 108a (560mg) resultou na obtencéo de 10

fracOes majoritarias, como apresentadas na tabela 7.2.
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Tabela 7.2 - As fragcbes obtidas da particdo do extrato bruto fungico 108a, com a sequéncia do sistema
de solventes em gradiente crescente de polaridade e as massas moleculares de cada

fracdo obtida

Fracéo Sistema de solventes Massa (mg/mL™)
1 Hexano 21.7
2 Cloroférmio 37.7
3 Cloroférmio/Hexano (1:9) 102.4
4 Cloroférmio/Hexano (1:9) 60
5 Cloroférmio/Metanol (9:1) 77
6 Cloroférmio/Metanol (8:2) 57,9
7 Cloroférmio/Metanol (7,5:2,5) 17
8 Cloroférmio/Metanol (6:4) 148
9 Cloroférmio/Metanol (5:5) 12
10 Metanol 25

7.3.1.1 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos a partir do teste de atividade antimicrobiana, como
apresentado na tabela 7.3, mostram que o0s principios ativos estdo presentes em
diferentes concentracdes nas fracbes FRO04, FrO5 e Fr06. Estas fracdes foram
adquiridas pelas eluicdo de solventes de mediana polaridade e com semelhantes
propor¢cdes de volume, o que indica que pode se tratar dos mesmos compostos
guimicos. A fracdo FrO5 foi a que apresentou as maiores atividades antimicrobianas,

entdo submetidas aos testes subsequentes.

Tabela 7.3 - Atividade Antimicrobiana das fragBes obtidas do extrato bruto da linhagem endofitica

Aspergillus oryzae CFE108

linhagens fangicas Linhagens bacterianas
FragBes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Frol G 6 06 Q) G 60 6 6 0 Q) Q) Q]
Fro2 G 6 06 ¢ G 6 6 6 6 Q) ¢ ¢
Fro3 G 6 06 Q) G 6 6 6 06 Q) Q) ¢
Fro4 = H = H H 60 60 60 6 ) )
Fro5 G0 B €. B G0 BN G0 BN .0 B © BN © BN O B O BN € ) )
Fro6 H & 6 ® G 6 6 6 06 ¢ ¢ )
Fro7 G 6 06 Q) 6 6 6 6 06 ¢ Q) ¢
Frog G 6 06 ¢ G 6 6 6 06 ¢ ¢ )
Fro9 OO NENC Q) G 6 6 6 06 ¢ Q) ¢
Fr10 06 0 @) 06 6 6 6 @) @) )

'p. aphanidermatum °R. solani ®S. rolfis “Phytophthora *S. sclerotium °S. thyfe 'B. cepaceae °P.aeruginosa °E. coli '°S. schelfer K.

pneumoniae *B. pumillus.
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7.3.1.2 Atividade antioxidante

Dados da atividade antioxidante estdo demonstrados na tabela 7.4, o potencial
redutor da fracdo Fr0O5 foi observado como no extrato bruto 108a, de onde a mesma foi
particionada. O valor de ECsy 6,67 foi maior ao do extrato original devido a

concentracdo e quantidade de massa molecular envolvida.

Tabela 7.4 - Atividade antioxidante das fracdes obtidas a partir do fracionamento do extrato bruto da

linhagem endofitica Aspergillus oryzae CFE108

% de Reducdo do DPP

1

Fracbes mg/L’
0.312 0.625 1.25 2.5 5

Frol 5.00 6.00 6.00 7.00 7.71
Fro2 0.04 0.06 0.07 9.08 12.40
Fro3 9.00 11.70 16.10 22.50 35.00
Fro4 5.00 8.00 13.00 24.00 41.00
Fro5 5.80 10.70 16.60 25.00 40.00
Fro6 1.40 1.50 1.80 3.40 4.50
Fro7 0.20 0.30 1.50 3.00 5.60
Fro8 0.20 0.30 0.60 2.60 3.60
Fro9 -13.00 -1.60 -3.70 -1.50 2.80
Fri0 -2.40 1.20 -5.10 -3.67 -4.10

Atividade Antioxidante
Fragbes

50,00
——Fr01

40,00
—B—Fr02
30,00 Fro3

T
(=9
5 / = Fr04
I
g 2000
S 4= Fr05
(=3 —_-.
§ 10,00 - —e—Fr06
_ B ——— | )
o - = -
® o000 |l Fr07
1 2 3 4 5 6 Fros
~10,00 = Fro9
-20,00 Fr10

Concentragdo mg/L

Figura 7.2 - Gréafico com atividade antioxidante das fracdes obtidas a partir do fracionamento do extrato
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bruto do endofitico A. oryzae CFE108
7.3.1.3 Atividade citotéxica em linhagens celulares cancerigenas

Os testes de citotoxidade das fracbes em linhagens tumorais estédo
apresentados na figura 7.2. Foram utilizadas trés fracbes obtidas da particdo do 108a:
fracdo 03 (presenca de compostos mais apolares do extrato 108a), FrO5 (presenca de
compostos com polaridade mediana do extrato 108a) e FrO8 (presenca de compostos
mais polares do extrato), para assegurar que 0 processo de separacdo dos compostos
foi eficaz e que os principios ativos responsaveis pela atividade antimicrobiana podem
ser 0s mesmos responsaveis pela atividade antitumoral.

A andlise dos resultados demonstra que 0s compostos ativos, para 0s ensaios
realizados estdo agrupado na fracdo 05, assim como 0s outros ensaios ja realizados.
As maiores atividades foram observadas na primeira concentracao testada de 1mg/mL’
! contra as linhagens linfoma histiocistica (J744), mieloma murino (B16F10) e baixa
citotbxidade para carcinoma de bexiga (ECV304) e leucemia eritroblastica humana
(k562).

A linhagem de célula endotelial normal (T.end.1) foi utilizada para observar acao
dos principios ativos em estudos em células normais. A fragcdo FrO5 assim como o0s
farmacos padrbes apresentaram atividades citotoxicas nestas células, sendo que a
pirarrubicina apresentou a maior citotéxidade, seguindo de Fr05 e combretastatin A4.

Este evento mostra que os quimioterdpicos padrdes utilizados neste trabalho
apresentam alta taxa de citotéxidade para linhagens celulares gerais e pouca
especificidade para as cancerigenas. A acdo das biomoléculas presentes na fracao
Fr05, aparentemente possuem amplo mecanismo de acdo, tanto para células de
tumores solidos como para os ndo solidos. Além disso, a baixa atividade da
combretastatin (CA4) pode esta relacionada ao seu mecanismo de acdo que é apenas
para tumores nao solidos, como escrito por Nancy et al. (2008) e Pettit et al. (1988).

Diante deste estudo, os principios ativos presentes na fracdo FrO5 obtido da
linhagem 108 pode ndo ser um derivado do estilbeno, como a CA4 devido a diferenca
dos seus mecanismos de acdo quando comparados, além da auséncia de deteccdo do

composto quimico nos extratos.
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Figura 7.3 - Graficos dos resultados de citotéxidade das fracdes obtidas a partir do fracionamento do
extrato bruto da linhagem endofitica Aspergillus oryzae CFE108 e dos farmacos padrées, na

concentracdo de 1mg/mL™ para os extratos e para de 1ug/mL™ para as drogas padréo

7.3.1.4 Avaliacao da transformacdo morfoldgica

Trabalhos realizados com compostos potenciais a novos quimioterapicos
anticancerigenos avaliam o potencial para atividade antivascular, ou seja, capacidade
dos mesmos na mudanca morfoldégica de grupos celulares especificos (tecidos
endoteliais) importantes na formacdo de vasos irrigadores (NANCY et al., 2008;
SRIVASTAVA et al.,, 2010). Diante disso, foram avaliados a acdo da fracdo e dos
quimioterapicos padroes em células Tend.1 para transformacdo da morfologia células
frente aos compostos testes.

Na figura 7.3 estdo apresentados os resultados das alteracdes morfoldgicas
obtidas. Nas fotomicroscopias dos padrbes negativo (células e meio de cultura)

observam-se as células em formato estrelados e aderidos ao fundo da placas. Quando
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as mesmas tratadas com CA4 apresentam total alteracdo morfoldgica induzindo a
perda total da adesao, impedindo possivelmente a formacdo de futuros vasos em
tumores. A pirarrubicina e a fracdo FrO5 causaram o arredondamento das células e
diminuicdo do formato estrelado impedindo também possivelmente a ndo formacao de

vasos tumorais, em propor¢des diferentes da CA4.

nai

Figura 7.4 - Fotomicroscopia (100 x aumento) do ensaio de transformagdo morfoldgica causada pela
exposicdo de células T. End.1 a fragdo teste, Fr05, a e b controle negativos (meio de
cultura com células T.end.1); c) acdo da combretastatin CA4; d) acédo da pirarrubicina; e,

f e g) acdo da fracdo FRO5.
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7.3.2 Isolamento, purificacdo e elucidagao estrutural dos metabdlitos fungicos

Foram isolados dois compostos SS-XL-32-01 e SS-XL-20-1 do extrato
diclorometano obtidos a partir de metabdlitos da linhagem Aspergillus oryzae
CFE108. Por apresentarem a mesma coloracdo e quase os mesmo Rf, a principio
parecia que eram 0S mesmos compostos, mas com diferentes sinais nos espectro se
diferentes resultados nos bioensaios, concluimos que no esmo extrato bruto
diclorometano da linhagem CFE108 foram isolados dois diferentes compostos e com

diferentes niveis de acgao citotoxica, como visualizados neste estudo.

crude extract CFE108a

Silic Column
01-01...01-06  XL-55-01-07  XL-55-02-08 KL-55-02-09  02-10....02-14
87.8mg 107,2mg (250 mg)
‘ |
Combined Preparative Plate
‘ | S5-XL-14
Silic Column | ‘ |
SS-)(L-]B‘ 02-09-1  02:09-2 02:09-3  02-094 02-095  02-09-6
Bi Combined
02-08-1 pp-g-2 02-08-3 02-08-4 02-08-5 02-08-6 02-08-7 02088 103853y
Bioassay 02091 02092 02093 02004 02065

02081 0p082 02083 02084 02085 02066 02-087 02-08:8 (1somg)  (M49mg) (47mg) (Z4me)

Bamel (38.9mg) (43,1me) (10mg) {(12mg)  (3,2mg) (,9mg) (3me)

The best activity
Activity . The Best
Activity
Combined N
Silic Column
SS-KL-20 sSxL32
TLC Plate
$SKL-29 |
! ‘ - -1 32 33 324 325 326 327 328
2011 | 20--2 20--3 20-14 20-1-5 2016 20117 77mg 4img 1Emg 173mg 184mg 168mz 398mg 255mg
(53mg) | G7me) (165me) [@ame) (,me) (134mg) (1333mg) Blue ‘
ivi . Bioassay
Activity Activity spot .
1
Activity

Figura 7.5 - Fluxograma metodologico que expdem os procedimentos utilizados para o isolamento
dos compostos SS-XL-32.1 e SS-XL-20-1 a partir do extrato bruto da linhagem endofitica

Aspergillus oryzae CFE108 de Combretum leprosum
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7.3.3 Identificacdo e elucidacdo quimica do composto SS-XL-32-1

O composto SS-XL-32-1 apresenta valor de Rf (fator de retencédo) de 0,65 (em
placa de CCD Merck Kieselgel 60 F3s4.) solucédo eluente: Hexano (23,5%):
diclorometano (75%): metanol (0,5%) acido acetico (1%), ndo apresenta odor aparente
e submetida a radiacao ultravioleta UV (305 e 365 nm) apresentam coloracdo azul
fluorescente.

O espectrdmetro de massas exibiu um espectro com a presenca de ions de
massa m/z 413 [M+Na] e m/z 803 [2.M+ Na], observando a adicdo e sodio,
encontrando a massa molecular do composto SS-XL-32-1 de m/z = 390.26678,
apresentando formula molecular de C,4H3304. De maneira geral, dentre 0s processos
qguimicos que os ions gasosos de uma amostra podem ser gerados em espectrometria
de massa, a cationizacdo processo pelo qual resulta em moléculas cationizadas, ou
seja, inclusdo de ions, neste caso de Na' no composto em questdo, foi observada
neste estudo, apresentado no espectro de massas ions com m/z de 413 [M+Na'],
massa molecular real de 390 (VESSECCHIO; GALEMBECK, 2008). Além disso, existe
indicativo que o composto SS-XL-32-1, possivelmente apresenta tendéncia de
formacdo de dimeros, isto porque a presenca de ion molecular com m/z de 803 [2.M+
Na], resultante da ligacdo de duas moléculas de m/z 390 e mais um ion de sodio (Na).
Todos os espectros aqui relatados estao presentes nos anexos.

A espectrometria de absorcéo nas regides do infravermelho (IV) revelou bandas
nas regides: 2918.45, 2848.21, 1727.91, 1054.79, 1033.0, 1012.24, sendo que as
bandas carbonilas observadas a 1727,91 cm™, e fortes bandas C-O na regido entre
1012,24 - 1054,79. De acordo com os espectros de UV o composto pode ser
visualizado no comprimento maximo de 200 nm. A presenca de ftalato foi inferida pela
deteccédo de fragmento no CG-MS de m/z = 149 e de m/z = 167.

Em relacdo aos espectros de protons obtidos pela ressonéncia magnética
nuclear *H RMN (400 MHz, CDCI3), O espectro de 'H-RMN exibiu sinais tipicos de
estrutura de éster ftalato: 4 prétons aromaticos a 6 7.64 (2H dd, J = 8 HZ), 6 7.46 (2H
dd, J = 8 Hz), 12 protons de 4 grupos metil a 60.93 (m), 12 prétons de 6 metileno a &
1.34 (m), 4 prétons de 2 metileno a 61.45 (m), 4 protons de 2 metino a & 4.21 (m). De
acordo com a espectrometria de RMN em *C foram observados os seguintes sinais: &
167.76 (C-1’, C-2”), 132.6 (C-1, C-6), 130.87 (C-3, C-4), 128.78 (C-2, C-5), 68.15 (C-2’,
C-2”), 38.72 (C-3’, C-3”), 30.35 (C-8’, C-8"), 28.91 (C5, C5”), 23.73 (C-4’, C-47), 22.96
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(C-6’, C-67), 14.03 (C-7°, C-77), 10.94 (C-9’, C-9”). Este espectro apresenta apenas 12
carbonos, metade do nimero indicado no espectrébmetro de massas, isto consiste que
0 composto possui duas partes idénticas, ocorrendo simetria, como imagem espelhada
uma da outra. Além disso, o espectro obtido no DEPT 45 do 3C revela o
desaparecimento dos sinais 167.76 correspondente ao C-1', C-2” e 132.6,
correspondente o ao C-1, C-6, indicando que os mesmo sdo carbonos quaternarios,
nao protonados, ou seja, hdo apresentam ligacdo a prétons; outro ponto importe € que
em espectro de DEPT 135 os sinais detectados no campo inferior correspondem ao
CH; e os sinais presente no campo superior do espectro sao correspondentes a CHs e
CH, tais dados colaboracdo a construcdo da molécula. A presenca de apenas dois
prontos aromaticos na molécula sugere que o composto devera ter uma distribuicdo
orto- no anel benzénico, tendo os mesmo substituintes em ambas as posi¢cdes, tabela
7.5.

Tabela 7.5 - "H-RMN (CDCL,) e **C-NMR dados BRUKER AV400

Posicéo RMN Préton RMN Carbono
C1,C6 - 132
C2,C5 7,74 128
C3,C4 7.9 131
c1’,C1” - 168
Cc3,Cc3” 4,21 66,5
c4,c4” 1,66 38,9
C5’, C5” 1,40 23,9
ce6’, C6” 1,22 -1,23 30
cr,cr” 1,29 23,2
Cc8’, C8” 0,89 14,3
c9’, C9” 1,40 30,6
c10°,C10” 0,91 11,2

Estudos de correlacdo bidimensionais de RMN entre os ndcleos de proton-
préton (COSY), préton—carbono (HMBC, HMQS, HSQS), completa e confirmam a
elucidacéo estrutural da molécula. O préton aromatico d 7.64 (H-2/H-5) apresenta
acoplamento direto para o carbono 128.78 nos experimento de HMQC, enquanto, 0s
espectros de HMBC apresenta as correlacionam os carbonos de d 132.6 (3J), 130.87
(°J) e o grupo carbonilo 167.76 (3J). Similarmente, H-3/H-4 (d 7.64) revela direta, 2J e
33 correlagéo para os carbonos 130.87, 128.78 e 132.6, respectivamente. A cerca
das correlacdes dos carbonos quaternarios d 132.6 foi designado como C-1/C-6 e
carbonos metino 128.78 e 130.87 para C-2/C-5 e C-3/C-4, respectivamente. Os dois

prétons multipletos de 4.19 apresenta acoplamento direta ao carbono oxigenado d
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68.15 (C-2'/C2”) e correlagdo *J com o grupo carbonilo. Assim esses prétons foram
designados como H-2'/H-2”. O proton multipleto 1.66 designado como H-3'/H-3” no
espectro de COSY, além de apresentando acoplamento direto com C-3’/C-3"na
correlacdo de HMQC. Os radicais metil detectados em 0.69 e 0.87 exibiu
acoplamento direto aos carbonos 10.94 e 14.03, respectivamente, como podem ser
observados na tabela 7.5. Assim com bases nas andlises espectrométricas
realizados neste estudo apresentados nos anexos, comparacdo dos bancos de
dados (sciencefinder, spiderchemistry) o composto SS-XL-32-1 foi identificado como
bis-(2-etilhexil) ftalato (DEHP), figura 7.5 corroborando com os achados na
elucidacdo quimica nos trabalhos de Amade et al. (1993), Al-Bari et al. (2006),
Ramalakshmi e Muthuchelian (2011) e Du et al. (2006).

10‘C|'H3
([? 9 C|'H2
= '-0-CHp-CH-CHy-CH>-CHp-CH;3
3 1 3 4 St 6' 7 g
4(;( b 3" 4" 5" 6" T 8"
5 6 ﬁ -O-CHp-CH-CHy-CHy -CHp - CH3
O 9 C]’Hg
10"CH3

bis-(2-ethylhexyl) phthalate

Figura 7.6 - Estrutura do composto isolado da linhagem fungica Aspergillus oryzae CFE108, bis-

ethylhexyl) fthalato

7.3.3.1 Avaliacdo citotébxica do composto SS-XL-32-1 em linhagens

cancerigenas HeLa e K562

O composto SS-XL-32-1 foi submetido a avaliagho da atividade
antiproliferativa em células cancerigenas para confirma que era ele o responsavel
pela agcdo antiproliferativa em células cancerigenas assim como observados no
extrato bruto. Como exposto na figura 7.6, a atividade anticancer pode ser
observada em linhagens de células cancerigenas Hela, ocasionando cerca de 98%
e 79% de morte das células cancerigenas nas concentracbes de 250ug/mL™ e
25ug/mL™*, respectivamente. Para a linhagem cancerigena k562, apresentou inibicdo

apenas na maior concentracdo utilizada 250 pg/mL™, com porcentagem de 80%,
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para as concentracdes 25 a 2.5ug/mL' a taxa de morte das linhagem foi inferior a
14%.

Anticancer Bioassay
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Figura 7.7 - Graficos dos resultados de citotéxidade do composto SS-XL-32-1 obtida da linhagem

Aspergillus oryzae CFE108 na concentracéo de 250 ug/mL™ e 25 pg/mL™*

Varios estudos tem demonstrado o isolamento do Bis (2-ethyl hexyl)
phthalate, em diferentes organismos tais como, o primeiro registro foi em raizes de
Euphorbia hylonoma Mazz (RUAN et al., 2006), com atividades biolégicas contra
bactérias patogénicas, isolado de Streptomyces bangladeshiensis com atividade
antimicrobiana para Gram positiva e alguns fungos patogénicos (AI-BARI et al.,
2006), em Alchornea cordifolia reportaram baixa atividade anti-inflamatoria (MAVAR
et al., 2008), isolados de Nigela glandulifera Freyn identificado como inibidor de
melanomas (NGUYEN et al., 2007), extratos de Gongronema latifolium que
continham acido ftalato apresentaram atividade contra bactérias isoladas de
pacientes infectados com virus HIV (ADELEYE; OMADINE; DANIELS, 2011). Oleos
esséncias de folhas que apresentaram entre 0s componentes majoritarios éster
acido ftalato (95.6%), boa atividade antimicrobiana (SRINIVASAN et al., 2009).
Amade et al. (1993), isolaram uma linhagem de Penicillium olsonii associados a

organismo marinhos e também isolaram de seu extrato DEHP e avaliaram seu
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potencial no fator de agregacdo de células e no uso de estudos de fosforilagéo

oxidativa mitocondrial.
7.3.3.2 Modificagao estrutural do composto SS-XL-32-1

O composto SS-XL-32-1 foi submetido a reacédo de metilacdo e como produto
desta reacdo foram originados 4 subprodutos diferentes, como exposto na figura
7.7a, denominados aqui como bluespotOl de Rf =0.75 , bluespot2 de Rf =0.58,
bluespot3 de Rf =0.42 e bluespot4 de Rf =0.3. Todos os subprodutos foram
submetidos ao ensaio para avaliar se a atividade anticancer observada pelo
composto SS-XL-32-1 foi mantida, aumentada ou anulada. Diante dos resultados
expostos na figura 7.8, nenhum dos subprodutos mantiveram a bioatividade
anticancer e de acordo com os espectros de prétons *H RMN, ocorreu a quebra do
anel aromético e dos ésteres resultando em formacdo possivelmente de radicais
alifdtico com ligacdo possivelmente de radical hidroxilas. Devido a minima
quantidade de massa, néo foi possivel realizar espectros de **C RMN para possivel
elucidacdo dos subprodutos. Em outra mao, pode-se afirmar que o possivel sitio

ativo responsavel pela bioatividade do composto SS-XL-32-1 seria 0 anel benzeno.
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Figura 7.8 - a) Cromatograma das placas de CCD eluidas pelo sistema de solvente: Hex (23,5%)
DCM (75 %) MeOH (0,5%) acido acético (1%) visualizados através de luz UV (254;
366nm), os “spots” visualizados s&o as subfragdes produto da reacdo de metilacdo do
composto SS-XL-32-1. b)Espectro de RMN-H" dos quatros subprodutos resultantes da
reacdo de metilacdao utilizando como padrdo o espectro de préton do composto original
SS-XL-32-1
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Figura 7.9 - Bioensaio de citotéxidade dos quatros subprodutos resultantes da reacdo de metilagdao

utilizando como padréo a drogra comercial doxorrubicina na concentragéo de 1ug/mL'l

7.3.4 Isolamento do composto SS-XL-20-1

O composto SS-XL-20-1 apresenta valor de Rf de 0,63 (em placa de CCD Merck
Kieselgel 60 F2s4.) solucdo eluente: Hexano (23,5%): diclorometano (75%): metanol
(0,5%) acido acetico (1%), ndo apresenta odor aparente e submetida a radiacdo
ultravioleta UV (305 e 365 nm) apresentam coloracao azul fluorescente. Inicialmente,
diante dos dados obtidos nés indicamos que seria 0 mesmo composto SS-XL-32-1,
mas quando comparados os perfis espectrométricos de ambos notou-se que eram
diferentes compostos. Como exposto na figura 7.9, a atividade anticancer pode ser
observada em linhagens de células cancerigenas HelLa (tumor de colén uterino),
ocasionando cerca de 71% e 40% de morte das células cancerigenas nas
concentracdes de 250ug/mL™ e 25ug/mL™?, respectivamente. Ndo apresentou nenhuma
atividade citotoxica as linhagens celulares cancerigenas k562 (leucemia mieloide
cronica) observa-se gque a atividade anticancer é inferior a observada na molécula SS-
XL-20-1, mais um indicativo de ndo serem 0s mesmos compostos.

O espectrometro de massas exibiu um espectro com a presenca de ions de
massa m/z 367.2663, a analise elementar das massas dos ions, apresentando
formula molecular de CysH30,. A espectrometria de absorcdo nas regibes do
infravermelho (IV) revelou bandas nas regides: 2918.77, 1054.77, 1033.03, 1013.09.
De acordo com os espectros de UV o0 composto pode ser visualizado no

comprimento maximo de 194.10 nm. No espectro de CG-MS apresentou m/z =
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163.00, 191.10, 312.20, 368.20 que equivalem ao mesmo espectro do composto
denominado fenol, 2.2 metileno-bis[6-(1,1-dimetiletil)-4-etil] (figura 7.10), de acordo
com o bando de dados de estrutura quimica chemspider e sciencefinder. Entretanto,
devido a pouca quantidade do composto puro (< 1mg), ndo foi possivel realizar
analises espectrométricas de RMN-'H, RMN-'3C confidveis e conclusivas para
finalizacdo da elucidagdo quimica deste composto, futuramente serdo produzidos
mais metabdlitos pela linhagem Aspergillus oryzae CFE108 para finalizar a

identificacdo deste composto, espectros presentes nos anexos.

Anticancer Bioassay
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Figura 7.10 - Gréficos dos resultados de citotoxidade do composto SS-XL-20-1 obtida da linhagem

Aspergillus oryzae CFE108 na concentragéo de 250 ug/mL™"e 25 ug/mL™
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Figura 7.11 - Sugestao da estrutura quimica como composto SS-XL-20-1 fenol, 2.2 methilenobis [6-
(1,1-dimethylethyl)-4-ethyl]

As linhagens fungicas de Aspergillus oryzae sdo amplamente utilizado na
industrias de fermentacao tradicional japonesas, incluindo na producao de molho de
soja, saqué, tofu. temperos e vinagre. Além disso, € conhecido por ter potencial
para a producdo de secrecdo de varias enzimas, biomoleculas interessantes como
acido ciclopiazonico, &cido b-nitropropionico, e MAPA (agregado protéico de
fosfolinoleato-palmitoleato de amoénio e magnésio) com significante atividade
antitumorais contra carcinoma renal RENCA), carcinoma pulmonar de Lewis (3LL),
tumores renais leucemia mielocitica humana (HL60) (KITAMOTO et al., 1994;
DURAN et al., 1997, GOMI; ABE 2007).

Machida et al. (2005) publicaram em seu estudo o sequenciamento completo
do genoma de A. oryzae e em analise comparativa com outras especies do género
Aspergillus foi observado um significante aumento no numero de genes que
sintetizam a producdo de metabdlitos secundario quando comparados ao genoma
do A. fumigatus e A. nidulans. A exemplo disto tem-se a presenca de mais
receptores para transducédo da cascata de sinais, genes relacionados ao citocromo
P450 em A. oryzae foram encontrado 149, comparado com A. nidulans, 102 e A.
fumigatus, 65, além da presenca aumentada de genes de sintese para "policetideo
sintases (PKS), serinas proteinases, proteoliticas, B-galactosidase, variedades
homologas de hidroxilases, oxigenases, contudo em relacdo aos genes envolvidos
na sintese de aflotoxinas estdo com presenca diminuida quando comparado ao A
flavus, devido a minima producdo de micotoxinas ao longo da historia foi apoiado a
sua aplicada na industrias a fim de obter um produto com alta qualidade e sem
problems de risco a saude e/ou ambiente (ARCHER; DYER, 2004; MACHIDA et al.,
2005).
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Os compostos isolados e identificado neste trabalho ate entdo ndo se tem
registro de produzidos por linhagens do género Arpergillus, sendo este estudo o
primeiro registro a cerca desses compostos por linhagem endofitica Aspergillus
oryzae CFE108 isolada de Combretum leprosum, planta endémica do semiarido
brasileiro. Portanto, pode-se aqui reafirmar que linhagens fangicas endofiticas de
plantas endémicas da caatinga evidencia uma fonte em potencial para
bioprospeccédo de compostos com atividades biolégicas, principalmente, antitumoral

como vistos nestes resultados prévios.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

* Indicativo da presenca do composto combretastatin (CA4), pertencente ao
grupo estilbeno, nos extratos brutos de partes vegetais (folhas, galhos e
frutos) de Combretum leprosum, por apresentarem composto com mesma

massa e tempo de retencdo que ao padrao;

+ Alteracdo de pH no meio aquoso potencializou a extracdo e separacao de
composto do meio, além disso, 0s compostos extraidos em meio aquoso

acido apresentaram maior quantidade moléculas ativas

+ Diante das técnicas utilizadas ndo pode se observar a presenca de grupos

estilbeno nos extratos flngicos;

+ Os extratos fangicos que apresentaram as maiores atividades antibacteriana
nao foram os que apresentaram as maiores citotoxidade nas linhagens
tumorais; entretanto, os extratos que apresentaram atividade com linhagens
fungicas especifica do grupo Oomycota, foram as mais potentes contra as

linhagens celulares tumorais.

+ A atividade antioxidante nos extratos fungico pode ser sugestivo de presenca

de flavondides, taninos e fendis nestes extratos;

* Linhagens de células de tumores ndo solidos foram mais susceptiveis aos
compostos testes do que as células formadoras de tumores sélidos. Isto, pode

ser um indicativo no mecanismo de acéao e especificidade dos compostos;

+ O antagonismo quimico, pode demonstrar a presenca de compostos que
competem entre si, pelos mesmos sitios de acdo e/ou quando diluidos, a
atividade de um composto € potencializado pela diminuicdo da concentracédo
do outro, como observado na acédo dos compostos presente do extrato 177a;

* A capacidade de promover a transformacéao celular pelos compostos fungicos
presente na fracdo FrO5 resultante do fracionamento do extrato 108a,
demonstra possivel atividade antivascular podendo impedir a formacéo de
novos vasos que alimentam o0s tumores, assim como 0S quimioterapicos

padroes;
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Os quimioterdpicos padrBes utilizados apresentaram citotoxicidade tanto
guanto os principios ativos presentes nas fracéo Fr05;

Dentro das perspectivas para trabalhos futuros, a continuidade da
investigacdo dos mecanismos envolvidos no processo envolvidos nos
mecanismos de acdo que desencadeiam das atividades biolégicas

observadas;

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os estudos de atividade
antitumoral dos compostos SS-XL- 32-1 e SS-XL-20-1 utilizando o modelo in
vitro de citotbxidade MTT merecem atencdo, ale do aprofundamento dos

mecanismos envolvidos na acdo dos compostos deve ser conhecido;

A utilizacdo do composto SS-XL-32-1 como um aditivo na interacdo com

outras drogas podem potencializar a atividade dos quimioterapicos atuais;

O potencial antitumoral demonstrado nesta tese para 0s metabdlitos
estudados reforca a possibilidade de aplicacdo na terapéutica contra o
cancer, sendo ainda promissor considerar em estudos futuros de terapia

combinada;

Embora estudos especificos relacionados a estabilidade das biomoléculas
nao tenham sido realizados, foi observado que o extrato bruto e os compostos
isolados quando mantido sob refrigeracdo (durante aproximadamente seis
mese a —4°C) permaneceu com atividade antifungica, demonstrando serem

compostos estaveis sob estas condicdes;

Considerando os resultados aqui apresentados e 0s encontrados na literatura,
a busca de compostos em endofiticos é promissora e potencial para producao

de prototipos de importancia biotecnoldgica.
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ANEXOS
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Espectros do composto SS-XL-32-1

'"H-RMN (400 MHz, CDCL ;) registrados em espectrometro Bruker Avance 400 MHz .
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Comparacao entre espectro de BC.RMN (400 MHz, CDCL5) e o espectro de DEPT, sinais ho campo superior corresponde aos carbonos CH
e CH; e os sinais detectados no campo inferior correspondente ao CH,.
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Espectro de COSY, correlagéo entre 'H-RMN (400 MHz, CDCly), utilizando como padrédo para os dois campos '"H-RMN, sendo os pontos em

interseccdo os nacleos dos sinais correspondentes.
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Espectro de HMQC, correlagéo heteronuclear entre *H-RMN e *C-RMN (400 MHz, CDCls), utilizando como padréo para os campos 0 ‘H-RMN
(f2) e *C-RMN (f1).
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Analise de espectro de massa em LC/MC (massas em alta resolugdo foram obtidos usando Agilent 1100HPLC para JEOL AccuTOF (JMS-
T100LC), com sinais do polo positivo, expondo a massa molecular, formula molecular e os sinais correspondente da cationizacdo e dos

dimeros formados.
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Espectro de CG/LM, campo superior corresponde aos espectro do composto isolado SS-XL-32-1, e o espectro inferior os sinais

correspondente ao padréo (Bis-etil-ftalato) presente no banco de dados do aparelho Varian Saturn 2000 MS/MS.
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No. PN Wavelength Abs.
1 @® 532.50 0.002
2 @ 431 50 0.013
3 @ 313.00 0.068
A 273.50 0.118
51 @ 223.50 0.424
5 @ 200.50 1.064
77O 428.50 0.012
) 300.50 0.064
ol © 250000 0113
10 © 216.00 0404

Espectro de UV (nm) polarimetro 241 Perkin-Elmer UV-3101 apresentando o ponto maximo de absorcédo a 200.50 nm.
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Espectros obtidos por absorcédo naregido de infravermelho, aparelho FT-IR Bruker TENSOR™, em pastilha de silica utilizando o software
OPUS™ do compostos SS-XL-32-01, revelou bandas nas regides: 2918.45, 2848.21, 1727.91, 1054.79, 1033.0, 1012.24.


http://www.brukeroptics.com/tensor.html?&L=0&print=1%3F
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Espectros do composto SS-XL-20-01
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Espectro de CG/LM, exibindo dois compés paralelos, em que o campo superior corresponde aos espectro do composto isolado SS-XL-20-1, e
0 espectro inferior os sinais correspondente ao padrado (fenol, 2.2 methylenobis [6-(1,1-dimethylethyl)-4-ethyl],) presente no banco de dados do

aparelho.
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(A) Espectro de massa em LC/MC (massas em alta resolucéo foram obtidos usando Agilent 1100HPLC para JEOL AccuTOF (JMS-T100LC),
com sinais do polo positivo, expondo a massa molecular e os sinais correspondente da cationizacdo e dos dimeros formados; (B)

Espectro de UV (nm) polarimetro 241 Perkin-Elmer UV-3101 apresentando o ponto maximo de absorcédo a 194.10 nm.
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Espectros obtidos por absorcédo naregido de infravermelho, aparelho FT-IR Bruker TENSOR™, em pastilha de silica utilizando o software
OPUS™ do compostos SS-XL-20-01, revelou bandas nas regides: 2918.77, 1054.77, 1033.03, 1013.09.


http://www.brukeroptics.com/tensor.html?&L=0&print=1%3F

