
MARA BELTRAN DOS SANTOS

ANÁLISE DO PERFIL QUÍMICO DO FUNGO ENDOFÍTICO TB3, ASSOCIADO À
Tocoyena bullata, EMPREGANDO ELICIAÇÃO BIOLÓGICA COM LISADO

MICOBACTERIANO

MACAÉ

2022



MARA BELTRAN DOS SANTOS

ANÁLISE DO PERFIL QUÍMICO DO FUNGO ENDOFÍTICO TB3, ASSOCIADO À
Tocoyena bullata, EMPREGANDO ELICIAÇÃO BIOLÓGICA COM LISADO

MICOBACTERIANO

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado ao

Curso de Farmácia do Centro Multidisciplinar

UFRJ- Macaé, como forma de obtenção do título

de farmacêutica.

Orientadora: Profª. Drª. Denise Oliveira

Guimarães.

Coorientadora: Profª. Drª. Michelle Frazão

Muzitano.

Apoio: PIBIC-CNPQ.

MACAÉ

2022



CIP - Catalogação na Publicação

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca com os

dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Biblioteca Central do Centro Multidisciplinar UFRJ-Macaé

Bibliotecário: Nadia Belem de Mattos CRB7 – 6476

 

         S234

         Santos, Mara Beltran dos

      Análise do perfil químico do fungo TB3, associado à Tocoyena bullata,   

empregando eliciação biológica com lisado micobacteriano  /  Mara Beltran dos 

Santos -  Macaé, 2022.

              100 f.

  

               Orientador(a): Denise Oliveira Guimarães.     

Co-orientador(a): Michelle Frazão Muzitano        

               Trabalho de conclusão de curso (graduação) - Universidade Federal do Rio de        

          Janeiro, Instituto de Ciências Farmacêuticas, Bacharel em Farmácia, 2022.

         

  

                1. Fungos endofíticos. 2. Produtos biológicos. 3. Tocoyena bullata. 4. 

Metabólitos secundários.  I. Guimarães, Denise Oliveira,  orient. II. Muzitano, 

Michelle Frazão, coorient. III. Título.

                                                                                                                  

                                                                                                                  CDD 561.92



MARA BELTRAN DOS SANTOS

ANÁLISE DO PERFIL QUÍMICO DO FUNGO ENDOFÍTICO TB3, ASSOCIADO À
Tocoyena bullata, EMPREGANDO ELICIAÇÃO BIOLÓGICA COM LISADO

MICOBACTERIANO

Trabalho de conclusão de curso (TCC) defendido e aprovado como requisito para obtenção do

título de farmacêutica.

Macaé, 01 de setembro de 2022.

Comissão avaliadora:

Profª. Drª Denise Oliveira Guimarães (Presidenta da Banca)

CM UFRJ-Macaé

http://lattes.cnpq.br/3655111598408217

Prof. Dr. Shaft Corrêa Pinto

CM UFRJ-Macaé

http://lattes.cnpq.br/8541879138856081

Dr. Marlon Heggdorne de Araújo

Instituto Macaé de Ciência e Tecnologia - UFRJ

http://lattes.cnpq.br/9779013239404101

http://lattes.cnpq.br/3655111598408217
http://lattes.cnpq.br/8541879138856081
http://lattes.cnpq.br/9779013239404101


“_Stay hungry, stay foolish!”

(Stewart Brand).



AGRADECIMENTOS

Agradeço ao Criador do Universo, porque sem ele nada seria possível.

A minha orientadora, Profª Drª Denise Oliveira Guimarães, por me aceitar como aluna

de iniciação científica, pela dedicação, orientação, ensinamentos, confiança e paciência.

A minha co-orientadora, Profª Drª Michelle Frazão Muzitano, por toda ajuda durante

este trabalho.

Ao meu pai, por ter me apoiado desde o início desse sonho, sempre acreditou em mim

e me motivou em todas as situações, como também nunca mediu esforços para me

proporcionar um ensino de qualidade.

A minha mãe e meus avós, por todo apoio e contribuição durante a minha trajetória.

As minhas amigas, Carol Mourão, Bianca do Nascimento e Daiana Amaral, que me

acompanharam durante essa jornada. À Michele Rodrigues, pelas boas vivências.

A toda Família Mourão, por ter me acolhido com amor e carinho, obrigada!

À Thais Pereira, por ter puxado meu braço na hora de falar com a profª. Drª. Denise

Oliveira Guimarães.

À Andrea Mota, pela motivação, companheirismo, puxões de orelhas e conselhos

sobre a vida.

A todos aqueles que contribuíram de alguma forma para a realização deste trabalho.

Em especial, à Juliana Givisiéz Valente, por ter preparado o eliciador biológico e ao Marcos

Vinicius Toledo, por ter realizado as análises por CG-EM.

Ao pessoal do laboratório, principalmente ao Jobert, à Jessyca e ao Marlon, por toda

ajuda e motivação, durante a realização deste projeto.

À Paula Gualter, que esteve comigo no finalzinho dos experimentos, me motivando

sempre e compartilhando conhecimentos.

À Universidade Federal do Rio de Janeiro, pela oportunidade e alta qualidade de

ensino, essencial na minha formação como profissional. Ao corpo docente, pelo

compartilhamento de conhecimentos e dedicação. Especialmente à professora Samantha e aos

professores Shaft, Thiago e Willian, por estarem sempre dispostos a me auxiliar durante a

realização dos experimentos.

À agência de fomento, PIBIC-CNPQ, pela concessão da bolsa de iniciação científica.

Muito obrigada!



RESUMO

Os fungos endofíticos são microrganismos que habitam o interior do tecido vegetal, em
determinado momento de seu ciclo biológico, sem lhe causar danos visíveis e, mantêm com a
planta uma relação mutualística, na qual resulta na produção de metabólitos secundários de
interesse para a indústria farmacêutica, devido as suas diversas atividades farmacológicas,
como: antioxidante, antitumoral, anti-inflamatória, analgésica, antimicrobiana, etc. Com o
surgimento da genômica nos anos 2000, observaram que os microrganismos carregam em seu
DNA regiões gênicas que codificam enzimas biossintéticas capazes de sintetizar diversos
metabólitos secundários, demonstrando que muitas vezes esses genes estão silenciados em
condições tradicionais de cultivo, não ocorrendo a transcrição e produção de toda sua
quimiodiversidade. Diante disso, estratégias biotecnológicas vêm sendo desenvolvidas para
ativar esses genes, como exemplo podemos citar o uso de eliciadores, moléculas capazes de
induzir ou estimular a produção de metabólitos secundários de microrganismos e vegetais.
Eliciadores podem ser substâncias químicas, fatores físicos, e pequenas moléculas biológicas,
como o DMSO, raios UV e fragmentos de parede celular de vegetais, respectivamente. Assim,
este trabalho objetiva comparar os extratos brutos obtidos do fungo endofítico codificado
como TB3, isolado da planta Tocoyena bullata (Vell.) Mart. (Rubiaceae), cultivado com e sem
o eliciador biológico, visando sempre avaliar as modificações metabólitas decorrentes da
aplicação da técnica de eliciação. Para os cultivos foi utilizado o meio fermentativo de arroz,
micélio-ágar do fungo TB3 e o lisado de Mycobacterium bovis, cepa atenuada (BCG), como
eliciador biológico. Os cultivos foram incubados por 21 dias, à 30 º C. Após a fermentação
realizou-se a extração dos metabólitos fúngicos por maceração estática com etanol absoluto,
por 48 h, 30º C. Os extratos brutos foram fracionados por partição líquido-líquido com
hexano (HEX), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH). Através de cromatografia em
camada delgada, foram analisadas frações HEX, BuOH e AcOEt, sugerindo-se a presença de
4 substâncias diferentes no cultivo eliciado, 2 da fração AcOEt e 2 da fração HEX. Ademais,
também foi detectada uma substância eliciada na fração AcOEt por meio de CLAE-DAD e,
identificadas 4 substâncias induzidas na fração HEX, através de CG-EM, sendo o composto
de concentração majoritária, o ácido palmítico. Conclusão: A estratégia abordada foi
promissora, uma vez que foram observadas alterações metabólicas no fungo TB3.

Palavras-chaves: fungos endofíticos, eliciação, Tocoyena bullata, produtos bioativos,

quimiodiversidade.
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1.INTRODUÇÃO

1.1.Tuberculose

1.1.1.Histórico

A tuberculose é uma das doenças infecto contagiosas que mais mata no mundo, seu

agente etiológico foi isolado pela primeira vez pelo bacteriologista alemão, Dr. Robert Koch

(1843 -1910), que anunciou essa descoberta ao mundo, em 24 de março de 1882, Berlin.

Através da publicação “Die Aetiologie der Tuberkulose” (Em português: A etiologia da

tuberculose), onde demonstrou que um microrganismo era responsável por causar tanto a

tuberculose pulmonar, quanto as formas extrapulmonares, o mesmo foi nomeado um ano

depois como Mycobacterium tuberculosis. Esse foi o marco que deu início ao controle e

eliminação dessa doença, por conta disso, 100 anos após o ocorrido, esse dia ficou conhecido

como “ World TB day” (Em português: Dia mundial da tuberculose) um dia para educar o

público sobre o impacto da tuberculose ao redor do mundo (SAKULA, 1983; CAMBAU;

DRANCOURT, 2014; CDC, 2016).

Em meados do século XIX, a tuberculose era a causa da morte entre 1 a cada 7 óbitos

na Europa e nos Estados Unidos, em 1881, Koch apresentou a primeira cultura pura de

bactéria, no 7ª Congresso Médico Internacional, em Londres, onde recebeu críticas positivas,

dentre elas, de Louis Pasteur (1822 - 1895) que exclamou: "C'est un grand progrès,

Monsieur!" (Em português: É um grande progresso, senhor!). Após o congresso, Koch

retornou a Berlim determinado a identificar o microrganismo causador da tuberculose, e

obteve sucesso! Ao analisar amostras de lesões tuberculosas, observou que as mesmas não

eram coradas facilmente pela coloração com álcool-azul de metileno desenvolvida por

Weigert, em 1875, pois os bacilos da tuberculose só eram corados depois de um longo período

em contato com o corante, cerca de 24 horas, hoje já se sabe que isso é devido à grande

quantidade de ácido micólico em sua parede celular, o que confere uma característica álcool-

ácido resistente, melhor discutida no item 1.1.3. Micobactérias (SAKULA, 1982; CAMBAU;

DRANCOURT, 2014; WAGNER et al., 2017) .

Diante disso, implementou um método inovador que foi capaz de isolar os bacilos da

tuberculose e consistia em espalhar espécies infectadas por micobactérias em lamínulas, após

fixação, as lamínulas foram submergidas em solução alcalina de etanol e azul de metileno

aquecida, 40º C, por aproximadamente 1 hora. Então contracoradas com uma solução de

Vesuvina (Bismarck brown) e enxaguadas com água destilada. Analisando no microscópio,
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notou que os bacilos da tuberculose eram corados de azul brilhante, ao contrário de outras

bactérias e tecidos animais, que eram corados de marrom. Através disso, provou que as

diferentes formas da tuberculose eram causadas por um mesmo agente etiológico, e também o

possibilitou a reprodução da doença em cobaias, porquinhos da índia, inoculadas

experimentalmente, sendo que a descoberta lhe rendeu o prêmio Nobel de Medicina em 1905.

E em sua homenagem, o Mycobacterium tuberculosis também é conhecido como Bacilo de

Koch (SAKULA, 1983; VILCHÈZE; KREMER, 2017; MARTINI et al., 2018).

Inspirado no trabalho de Koch, Paul Ehrlich (1854- 1915) criou um novo método para

corar os Bacilos. Onde aplicou inicialmente, água de anilina, fucsina e violeta genciana, em

um tempo menor de coloração e, para melhorar a descoloração dos tecidos ao redor dos

tubérculos, aplicou também, ácido nítrico e álcool, além disso, descobriu por acidente os

benefícios de aquecer a lamínula antes de observá-la em microscópio (BOIRE et al., 2013). O

novo método introduzido por Ehrlich serviu de base para o método criado por Ziehl e Neelsen

(VALENTE et al., 2016; The Nobel Prize, 2022) .

A coloração de Ziehl-Neelsen (ZN) e suas modificações têm sido ferramentas

essenciais na descoberta de micobactérias (KRADIN, 2018). Trata-se de uma coloração

desenvolvida para explorar a característica ácido resistente do gênero Mycobacterium spp

(TANG et al., 2015) .

Franz Ziehl (1857-1926) foi um bacteriologista alemão, e o primeiro a modificar o

método de Ehrlich, em agosto de 1882, inseriu o fenol no lugar da anilina à técnica, fazendo

com que a solução se tornasse mais estável. Pouco tempo depois, cientistas estudaram os

benefícios de utilizar o fenol na técnica de coloração, demonstrando diferentes importâncias

do ácido carbólico (Fenol) na solução, dentre elas temos que o mesmo aumenta a solubilidade

da fucsina nos lipídeos da parede celular (SIQUEIRA et al., 1983; SINGHAL; MYNEEDU,

2015).

Em sequência, temos novamente uma modificação no método de coloração do bacilo

de Koch, dessa vez, pelo patologista alemão, Friedrich Neelsen (1854 -1898) , ele manteve o

uso do fenol, introduzido por Ziehl, mas utilizou ácido sulfúrico no lugar do ácido nítrico,

proposto por Koch. Neelsen publicou o método em 14 de julho de 1883, que consistia no uso

de uma solução de fucsina 0,75 % em 5% de ácido carbólico (fenol), seguido de descoloração

com uma solução de ácido sulfúrico 25%  (VILCHÈZE; KREMER, 2017).

O método de coloração do bacilo da tuberculose levou cerca de 16 meses para ser

padronizado, mas somente uma década depois, as modificações realizadas por Neelsen, o

método “ Acid-fast stain”, foi amplamente reconhecido como método Ziehl- Neelsen de
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coloração, e é importante relembrar os 5 cientistas mais importantes que colaboraram com

esse trabalho, desde o Robert Koch, o primeiro a isolar o bacilo, até todos os responsáveis por

modificar o método de coloração, até a mesma ser padronizada, sendo eles: Paul Ehrlich,

Franz Ziehl, Rindfleisch (Sugeriu o aquecimento da lamínula, ao invés de utilizar um solução

aquecida, proposta inicialmente por Koch), e Friedrich Neelsen (VILCHÈZE; KREMER,

2017).

A pesquisa continuou, após o isolamento do microrganismo, o enfoque do Dr. Robert

Koch foi voltado na obtenção da cura para a doença. Em agosto de 1890, Koch anunciou

dramaticamente que tinha descoberto a cura para a tuberculose e a comunidade científica da

época se alegrou com a notícia, mas dentro de poucos meses, sua teoria foi refutada fazendo

com que a reputação do bacteriologista ficasse manchada (BURKE, 1993).

A tão sonhada "cura" da tuberculose era uma proteína, denominada tuberculina,

embora o objetivo de Koch fosse utilizá-la no tratamento de doenças causadas por

Mycobacterium spp, como para a tuberculose e para lepra, a proteína é empregada até hoje

para o diagnóstico (KAUFMANN, 2001; CAMBAU; DRANCOURT, 2014; DINC;

ARIKAN, 2019).

No Brasil, a tuberculina é a PPD RT-23 (PPD – Protein Purified Derivative, RT: Reset

Tuberculin, 23: número da partida) originada da Dinamarca, é utilizada para a investigação de

infecção latente pelo M. tuberculosis em adultos, e para o diagnóstico de TB em crianças.

Trata-se de um teste que se baseia em uma reação de hipersensibilidade cutânea após a

aplicação da PPD por via intradérmica, a leitura deve ser feita entre 48-72h. Vale ressaltar que

também é utilizada para diagnóstico em bovinos e búfalos (LÁU ,2006 ; BRASIL, 2014;

DINC; ARIKAN, 2019). A descrição feita por Charles Mantoux (1877- 1947) sobre a reação

intradérmica da tuberculina levou ao entendimento da imunologia e fisiopatologia da

tuberculose (CAMBAU; DRANCOURT, 2014) .

O bacteriologista Francês, Léon Charles Albert Calmette (1863 –1933 ), auxiliou R.

Koch durante a extração da tuberculina, de culturas em larga escala do bacilo. O mesmo

trabalhou juntamente com Jean-Marie Camille Guérin (1872–1961), um médico veterinário e

bacteriologista francês, em busca da vacina para a tuberculose, entre os anos de 1908 -1921,

no Instituto Pasteur de Paris, França (CAMBAU; DRANCOURT, 2014).

Para a pesquisa, eles utilizaram uma cepa de Mycobacterium bovis, que havia sido

isolada do leite de uma vaca que sofria de mastite tuberculosa. Ao seguir o método de

atenuação de bactérias desenvolvido por Louis Pasteur, seu mentor, notaram que a bile bovina

reduzia a aglomeração e a virulência da cepa de M. bovis isolada. Após cerca de 231
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passagens seriadas, o bacilo atenuado ofereceu proteção em modelos animais, contra a

tuberculose. Através da genômica, foi possível elucidar a região que fora deletada, por

Calmette e Guérin, qual ficou conhecido como RD1 (Region of Deletion 1 - Em português:

Região de deleção 1), também demonstrou que essa região gênica é crucial na perda da

virulência da cepa e também está presente no Mycobacterium tuberculosis (ABDALLAH;

BEHR, 2017; FATIMA, 2020; LANGE, et al; 2021 ).

A imunização clínica com o Bacilo Calmette-Guérin (BCG) foi iniciada em 1921, os

primeiros ensaios foram conduzido por Heimbech, entre estudantes de enfermagem, na

Noruega, e concluiu-se que os alunos vacinados com o BCG tiveram menos taxas de

tuberculose ativa do que os alunos que não foram vacinados (FATIMA, 2020).

Em 1940, temos ensaios clínicos sobre o papel protetor da vacina BCG na tuberculose

infantil e, em 1960, a Organização Mundial da Saúde desenvolve estratégias para a vacinação

de rotina da BCG na população, mas somente em 1974 a vacina é incluída no calendário de

imunização infantil do Programa Ampliado de Imunização (PAI). Em 1977, a meta do PAI era

ter imunizantes contra difteria, coqueluche, tétano, poliomielite, sarampo e tuberculose

disponíveis para todas as crianças do mundo até 1990 (KEJA, 1988; FATIMA, 2020).

Na época que a vacina BCG foi descoberta ainda não existia um antibiótico de amplo

espectro, capaz de atacar bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de bactérias

ácido-resistentes. Esse cenário mudou em 1944, quando Selman Waksman descobriu a

estreptomicina.

Selman Abraham Waksman (1888 -1973) foi um microbiologista, nascido na Ucrânia,

que ficou conhecido pela sua brilhante descoberta, motivo pelo qual foi ganhador do Prêmio

Nobel de Fisiologia ou Medicina, em 1952 (The Nobel Prize, 2022).

Waksman estudava os microrganismos do solo, em 1923, ele notou que os ascomicetos

tinham a capacidade de matar muitas bactérias, mas não deu muita importância na época.

Anos se passaram, o microbiologista, incentivado pelo trabalho de outros, como pela

descoberta da Penicilina, decidiu buscar antibióticos contra bactérias gram-negativas. Além

desse incentivo, o Dr. Waksman também recebeu um pedido do conselho Nacional de

Pesquisa dos Estados Unidos e da Associação Americana de Trudeau, para investigar a

atividade de microrganismos do solo contra o bacilo de Koch  (YAQUB, 2014).

Em 1939, Waksman inicia sua triagem, financiada pelo governo dos Estados Unidos,

pela Universidade de Rutgers e por doações privadas. Sua equipe era formada por 50

graduados e assistentes, tinham como objetivo principal rastrear a atividade antimicrobiana de

ascomicetos e outros microrganismos do solo. Até conseguirem isolar uma substância que não
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fosse tóxica, o grupo testou 3 substâncias que ficaram conhecidas, a Actinomicina, isolada por

Waksman e Boyd Woodruff, a segunda foi a Clavicin e a terceira a Fumagina. Ambas tóxicas,

esse cenário mudou em 1943, quando Frederick Beaudette, um patologista, coletou amostras

da garganta de uma galinha doente, com auxílio de um Swab, então inoculou o material em

meio de cultura sólido de ágar, percebendo a presença de um microrganismo incomum,

Beaudette envia a colônia para o Waksman, que o identificou como Streptomyces griseus, o

mesmo microrganismo estudado por ele em 1916. Desse microrganismo, ele isolou a

estreptomicina, a qual foi estudada pela sua equipe, e demonstraram que a substância

conseguiu inibir o crescimento de 10 bactérias gram-positivas e 12 gram-negativas, incluindo

o Yersinia pestis. Sua descoberta foi anunciada em janeiro de 1944 (LIGON-BORDEN,

2003).

O primeiro teste em humanos foi realizado em 1944, por William H. Feldman

(1892-1974) e Horton Corwin Hinshaw (1902-2000), na clínica Mayo. A paciente era uma

mulher contaminada com o Bacilo de Koch, a mesma foi tratada com extratos da bactéria S.

griseus e teve uma evolução rápida do quadro, chegando a cura. Essa descoberta deu abertura

para mais estudos e, consequentemente, para a descoberta de novos fármacos. Com a

necessidade de prevenir a seleção de mutantes resistentes à droga, durante a monoterapia,

foram empregados regimes de quimioterapia e multidrogas eficazes. Em 1946, inicia-se a

triagem com administração de estreptomicina à paciente acamados. Em 1948, os fármacos

estreptomicina e Ácido 4-aminosalicílico (PAS), quando administrados por monoterapia, não

resultaram em melhora do quadro, mas quando administrados concomitantemente, havia uma

melhora, então introduziu-se a politerapia. Entre os anos de 1952-1955, temos o estudo da

isoniazida combinada com estreptomicina ou PAS, para tratar a tuberculose. Até 1959,

observou-se a relação do tratamento em domicílio e a contaminação cruzada, e foi visto que a

terapia administrada em casa tinha os mesmos efeitos que no sanatório e também não houve

aumento da coinfecção familiar. Em 1958, tivemos o início do tratamento diretamente

observado, ainda utilizado hoje. Em 1970, foram acrescentados pirazinamida e rifampicina ao

tratamento com estreptomicina e isoniazida. Entre os anos de 1972-1974, foi demonstrado,

através de estudo, que o tratamento poderia ser diminuído para 6 meses, quando

administrados os 4 fármacos, isoniazida, rifampicina, pirazinamida e estreptomicina

(MIGLIORI et al. 2022).
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1.1.2. Tuberculose hoje

Em março de 1993, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a tuberculose

como uma emergência de saúde pública global, devido ao surgimento da tuberculose

multidroga resistente e a epidemia do HIV (FATIMA, 2020).

Em 2015, a OMS lançou “The End TB Strategy”, e tem como objetivo a redução de

80% da incidência de TB, as mortes em 90%, além de diminuir os custos do tratamento, todos

países, assim como o Brasil, têm até 2030 para atingir essa meta. Para isso, estabeleceram 3

pilares: O primeiro pilar, tem relação com medidas de prevenção, diagnóstico e tratamento. O

segundo pilar é voltado à políticas de prevenção e cuidado e o terceiro pilar, não menos

importante, diz sobre intensificar a pesquisa e inovação (WHO, 2015).

Colaborando com essa estratégia, no Brasil, temos o Plano Nacional Pelo Fim da

Tuberculose como Problema de Saúde Pública, publicado em 2017, mas sua primeira versão

data de 1996, o qual visa um país sem tuberculose, mais recentemente foram publicadas

estratégias para 2021-2025, intitulado como Brasil Livre de Tuberculose (BRASIL, 2021).

Em 2020, 1,5 milhão de pessoas morreram de tuberculose no mundo, sendo que

214.000 tiveram coinfecção com HIV. Até a pandemia do coronavírus (COVID-19), a

tuberculose era a principal causa de morte no mundo por doenças infecciosas, com um agente

etiológico, ficando acima do HIV/AIDs (WHO, 2021).

Estima-se que anualmente surgirão aproximadamente 10 milhões de novos casos de

tuberculose no mundo, em 2020, a OMS notificou 9,9 milhões de novos casos, o Ministério

da Saúde notificou, no Brasil, 66.819 novos casos de TB, o que equivale a um coeficiente de

incidência de 31,6 casos por 100 mil habitantes. A taxa de mortalidade obtida foi de 2,1%

(BRASIL, 2021, WHO, 2021; KHAWBUNG et al., 2021).

Em 2020, 68,5% dos casos de TB pulmonar confirmados por critério laboratorial

encerraram o tratamento como cura, entretanto algumas regiões do Brasil obtiveram um

percentual de cura menor do que o valor nacional, dentre elas, podemos citar as regiões:

nordeste, centro-oeste e sul, que obtiveram 66,8 %, 60,3% e 63,2% respectivamente. Além

disso, alguns tratamentos foram encerrados com Abandono (12,9%), esse valor é maior do

que o limite tolerável de abandono estipulado pela OMS, que é de 5%, vale frisar que

equivale ao percentual de abandono de TB sensível. Dessa forma, vemos a necessidade de

implementar estratégias de conscientização sobre o tratamento adequado (BRASIL, 2021).

No Brasil, a tuberculose é uma doença de notificação compulsória semanal, ou seja, a

contar 7 dias após o diagnóstico (não é necessário notificar casos suspeitos) de tuberculose,
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essa informação deve ser comunicada à autoridade de saúde, a fim de adotar medidas de

intervenção. No caso da tuberculose, a notificação é através do Sistema de Informação de

Agravos de Notificação (SINAN), onde serão notificados: novos casos, recidivas, reingressos

após abandono, pós óbito e transferência, deve ser utilizado o formulário disponível no site da

SINAN, qual é padronizado, o mesmo deve ser enviado em duas vias, com todos os campos

preenchidos (BRASIL, 2015; BRASIL, 2020).

1.1.3.Micobactérias

O gênero Mycobacterium, a qual pertence o Bacilo de Koch, possui 188 espécies, que

incluem vários patógenos humanos importantes, sendo a espécie tuberculosis a principal

causadora da tuberculose no homem, além de outras espécies ambientais. É composto por

bacilos, ou seja, bactérias em forma de bastões, álcool-ácido resistentes, gram-positivas,

pertencentes ao filo Actinobacteria, da ordem Actinomycetales (GUPTA, et al., 2018; LPSN,

2022).

As micobactérias possuem um envelope rico em ácidos graxos, de cadeia carbônica

longa, o que dificulta a entrada do fármaco dentro da célula e contribui para a resistência. O

principal constituinte da parede celular, é o ácido micólico, mais a frente veremos, que é o

alvo molecular do fármaco Isoniazida, pertencente ao EB. Além disso, essa característica

hidrofóbica confere a esse gênero de bactéria a característica álcool-ácido resistente

(BRENNAN; NIKAIDO, 1995; FIOCRUZ, 2016; WAGNER et al., 2017).

1.1.4.Transmissão da Tuberculose

A doença afeta principalmente os pulmões dos indivíduos infectados, por ser sua porta

de entrada no organismo, mas pode atingir outros órgãos, de acordo com o órgão acometido,

pode ser denominada de tuberculose pulmonar ou extrapulmonar (cerca de 10-20% dos casos

de TB ativa), como por exemplo a TB cutânea, representa somente 1,5 % dos casos de

tuberculose no Brasil (TEIXEIRA, et al., 2007; BRASIL 2022).

A transmissão da tuberculose é por meio da inalação de partículas aerossois contendo

o bacilo, de um indivíduo contaminado para um indivíduo suscetível, sem que haja contato,

ou seja, transmissão direta. Ocorre em cascata e pode ser dividida em 5 etapas. A etapa zero

inicia-se com um paciente que tem a doença ativa, já relacionaram as diferentes formas da

tuberculose e a capacidade do indivíduo transmitir o bacilo, dessa forma observaram que o

paciente que desenvolve a forma pulmonar possui maior virulência do que quando desenvolve

as outras formas. A etapa 1, é quando os bacilos são liberados no ar, isso pode ocorrer através
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da fala, tosse, espirro, etc. A etapa 2, refere-se à sobrevivência do bacilo no ar. A 3ª etapa é

onde ocorre a exposição do indivíduo as partículas aerossois contaminadas pelo bacilo, e por

fim, a etapa 4, o desenvolvimento da doença. Estima-se que 10-15% das pessoas expostas

desenvolvem a doença, uma vez com a forma ativa, esse paciente torna-se o ponto zero, onde

pode contaminar cerca de 15 pessoas, de seu convívio social, anualmente (BRASIL, 2007;

CHURCHYARD, 2017).

1.1.5.Prevenção

Hoje a melhor forma de prevenir a tuberculose é através da vacinação que protege o

indivíduo contra o agravamento da infecção, sendo a forma pulmonar a mais letal. Além

disso, uma forma de prevenir é conscientizar o indivíduo sobre as chances de transmissão e

quais medidas adotar para não transmitir a bactéria para outras pessoas (BRASIL, 2022;

CHO, et al., 2021).

A vacina BCG, Bacilo Calmette-Guérin, é ofertada pelo Sistema Único de Saúde, faz

parte do Plano Nacional de Imunização (PNI), onde o recém nascido recebe uma dose única

logo que nasce, a mesma protege o indivíduo das formas mais graves da tuberculose, como a

tuberculose meníngea. Em casos onde a criança não recebe ao nascer, é recomendado a

administração da dose até 4 anos, 11 meses e 29 dias (BRASIL, 2012; BRASIL, 2022).

Outra forma de prevenção é através do tratamento da infecção latente da tuberculose

(ILTB), evitando o desenvolvimento da tuberculose ativa, deve ser feito rastreamento em

domicílios onde ocorre o contato com pessoas infectadas, principalmente em crianças.

Também é necessário esse rastreamento em indivíduos imunossuprimidos, como por exemplo

os portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) (BRASIL, 2022). Nos itens 1.1.6.

Tratamento e 1.1.7. Tuberculose resistente, esse tema será abordado com mais detalhes sobre

a quimioterapia que deve ser adotada.

No município de Macaé, o rastreamento da tuberculose é realizado pela Atenção

Básica de Saúde, através de demandas espontâneas, quando relata-se sintomática respiratória

por mais de 3 semanas. Onde temos: 1- Coleta das amostras para análise de baciloscopia de

escarro. 2- Baciloscopia positiva - Inicia-se o tratamento, é realizada a notificação para o

SINAN, dentro de 7 dias, seguir o fluxograma de consultadas para casos confirmados de

Tuberculose ou 3- Baciloscopia negativa com suspeitas - Encaminhar paciente para investigar

a causa dos sintomas respiratórios (MACAÉ, 2020).

26



1.1.6.Tratamento

A tuberculose possui tratamento e muita das vezes o paciente consegue obter a cura,

mas é imprescindível que o tratamento seja realizado de forma adequada, caso contrário,

podem ocorrer seleção de cepas mutantes, levando a uma resistência adquirida, assim como

caso de recidivas (BRASIL, 2019).

Os fatores limitantes, em relação ao tratamento da tuberculose hoje, tem relação com o

tempo de duração, cerca de seis meses, além dos efeitos adversos que o paciente sofre, esses

serão citados mais adiante. Além disso, existe uma falsa sensação de cura, onde o paciente

tem uma melhora do quadro clínico em 100%, após o primeiro mês do tratamento, por conta

disso, interrompe o tratamento, quando na verdade, a infecção só está assintomática

(BRASIL, 2019).

No Brasil, o tratamento da tuberculose segue o mesmo método descrito pela OMS em

1958, o Tratamento Diretamente Observado (TDO), como o próprio nome diz, o paciente será

observado durante a ingestão da terapia medicamentosa, em todos os dias úteis ou pelo menos

3 vezes na semana, e tem como objetivo principal melhorar a adesão do paciente. Aos finais

de semana e feriados, o paciente realizará a automedicação, sem a presença de um agente da

saúde, mas o mesmo deve esclarecer a importância da necessidade de tomar os medicamentos

todos os dias. O local onde ocorrerá o TDO fica a critério do paciente, podendo ser à

domicílio, em unidades de saúde, como estratégia saúde da família (ESF), unidade básica de

saúde (UBS), entre outros. Além disso, também pode ser compartilhado, ou seja, o paciente

realiza consulta em um local, mas o tratamento da tuberculose ocorre em outro, neste caso é

importante o compartilhamento de informações entre ambos (BRASIL, 2019; MIGLIORI et

al. 2022).

Em relação aos fármacos, propriamente dito, o ministério da saúde os divide em 5

grupos, que são novamente divididos em fármacos essenciais e fármacos acompanhantes. O

grupo 1 é composto pelos fármacos essenciais: Isoniazida, pirazinamida e rifampicina e pelo

fármaco acompanhante, o etambutol. No grupo 2, os fármacos essenciais são as

fluoroquinolonas, como levofloxacino e moxifloxacino. No grupo 3, temos os fármacos

essenciais injetáveis, como: Estreptomicina, canamicina, amicacina e capreomicina. O grupo

4 é composto pelos fármacos de segunda linha menos eficazes, como: Etionamida/

protionamida, cicloserina/terizidona e PAS (ácido paraminossalicílico) e por fim, o grupo 5,

com fármacos de segunda linha que possuem menos estudos clínicos, como: Clofazimina,

carbapenem, amoxicilina/clavulanato de potássio (BRASIL, 2019).
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O EB inclui os fármacos de primeira linha, que podemos ver na tabela 1, é utilizado

para todos os casos de tuberculose pulmonar e extrapulmonar, assim como em caso de

recidivas e pós-abandono (É considerado como caso de abandono, todo paciente que não

comparecer às unidades de serviço de saúde durante um período superior à 30 dias), sendo

exceção os casos onde temos meningoencefalite. A administração dos fármacos citados é

através de comprimidos de dose fixa combinada (DFC), consiste em um tratamento inicial, de

dois meses, chamado de fase intensiva, onde o paciente recebe o DFC composto por

Rifampicina (R ), Isoniazida (H), Pirazinamida (Z) e Etambutol (E), seguidos de 4 meses, fase

de manutenção, onde o DFC é composto somente pelos fármacos RH. No caso do paciente

com tuberculose meningoencefalite e osteoarticular, também é utilizado corticoides, como

prednisona e dexametasona, além disso, a fase de manutenção é estendida de 4 para 7 meses

(RABAHI et al., 2017; BRASIL, 2019).

Tabela 1: Esquema básico para o tratamento de tuberculose em adultos e adolescentes (≥ 10
anos)

ESQUEMA PESO UNIDADE / DOSE DURAÇÃO

R        H       Z       E
150 /75 /400 /275
mg em comprimidos
de Doses Fixas
Combinadas (DFC)

10 - 35 kg. 2 comprimidos

2 meses -
Fase intensiva

36 - 50 kg. 3 comprimidos

51 - 70 kg. 4 comprimidos

> 70 kg. 5 comprimidos

R      H
300/ 150 mg (A)ou
150/  75 mg (B)
Comprimidos DFC

10 - 35 kg. 1 comprimido A
2 comprimidos B

4 meses -
Fase de
manutenção

36 - 50 kg. 1 cp. A + 1 cp. B ou  3 cp. B.

51 - 70 kg. 2 cp. A ou 4 cp. B

> 70 kg. 2 cp. A + 1 cp. B ou 5 cp. B
R- Rifampicina, H- Isoniazida, E- Etambutol, e Z - Pirazinamida.
cp. comprimido.
Fonte: Tabela baseada em BRASIL, 2022.

Em relação ao mecanismo de ação dos fármacos de primeira linha para o tratamento

da tuberculose, temos:

a- Rifampicina:

A rifampicina, cuja estrutura está ilustrada na tabela 2, é um antibiótico de amplo

espectro, foi introduzida no tratamento da tuberculose em 1966, possui atividade contra cepas
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gram positivas, como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, contra algumas gram

negativas, como Neisseria meningitidis e Haemophilus influenza, entre outras. Seu

mecanismo de ação é através da inibição da enzima RNA polimerase de bactérias, entretanto

não é capaz de inibir esta enzima de mamíferos, dessa forma impede a síntese do ácido

ribonucleíco, sua interação ocorre na subunidade beta da RNA polimerase. Seu principal

efeito adverso é o distúrbio gastrointestinal. Com intuito de evitar o surgimento de resistência

antimicobacteriana, é importante que esse medicamento seja administrado em combinação

com outros (GODEL; MARCHOU, 2007; FIOCRUZ, 2016; ABULFATHI, 2019; LARB,

2020).

b- Isoniazida:

A isoniazida (Tabela 2) é um pró-fármaco que precisa ser ativado pela enzima

catalase/peroxidase do M. tuberculosis, uma vez ativado produz espécies radicalares que

impedem a formação do ácido micólico, importante componente da parede celular da bactéria,

causa dano ao material genético e consequentemente, a morte do microrganismo. Entre seus

efeitos adversos, podemos citar: febre, irritação gástrica (náusea, vômito), dor abdominal,

artralgia ou artrite (recomenda-se a administração de ácido acetilsalicílico nestes casos),

prurido cutânea (medicar com anti-histamínico) (BRASIL, 2002; ARBEX et al., 2010;

FIOCRUZ, 2016).

c- Pirazinamida:

A pirazinamida é um fármaco derivado do ácido nicotínico, e possui estrutura similar

à isoniazida, como podemos ver na Tabela 2. O mecanismo de ação mais aceito, descreve a

pirazinamida como um pró-fármaco, pois a mesma precisa ser convertida a ácido pirazinóico

para ter ação. Para isso, primeiramente, a pirazinamida é convertida em ânion de ácido

pirazinóico, pela enzima pirazinamidase da bactéria, então o mesmo é excretado através de

lisossomo, que possui o pH ácido, então convertido em ácido pirazinóico (HPOA), que

retorna para o citoplasma causando acidificação, o que altera o potencial da membrana,

induzindo a morte do bacilo. Possui efeitos adversos e condutas similares as do fármaco

isoniazida, com exceção da hiperuricemia, acompanhada de sintomas ou não, a conduta

recomendada nesse caso, é fazer uma orientação dietética, vale ressaltar que altas doses de

ácido úrico no sangue pode levar a um quadro de gota  (LIMA et al., 2011; FIOCRUZ, 2016).

d- Etambutol:
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O etambutol também pertence a linha de primeira escolha para o tratamento de

tuberculose, é um fármaco bacteriostático, tem como alvo a membrana celular da bactéria.

Onde ele atua inibindo a síntese de um ou mais metabólitos do microrganismo, levando a

morte celular. Seus efeitos adversos podem estar relacionados a dores de cabeça, neuropatia

periférica, hiperuricemia, assim como com a pirazinamida, além de poder desencadear

problemas visuais, por conta disso, deve ser feito exame oftalmológico antes e durante o

tratamento. O etambutol, no esquema básico, é usado para prevenir a resistência, uma vez que

conseguiu reduzir a resistência primária relacionada a isoniazida e rifampicina em estudos

clínicos (LIMA et al., 2011; DALCOLMO, 2012; XIANG et al., 2020; FIOCRUZ, 2016).

Como em todo tratamento contínuo, devem ser realizados exames para avaliar as

funções dos órgãos, como do sistema renal, hepático e hematopoiético. Também é importante

realizar ajuste de dose para pacientes que possuem problemas renais, uma vez que a mesma é

a principal via de excreção do etambutol (FIOCRUZ, 2016).

Tabela 2: Estrutura  dos fármacos do Esquema básico e mecanismo de ação.

Nome do fármaco Estrutura 2D Mecanismo de ação

Rifampicina Inibição da enzima

RNA polimerase

(FIOCRUZ, 2016).

Isoniazida Inibição da síntese

do ácido micólico

(FIOCRUZ, 2016).

Pirazinamida Acidificação do

citoplasma (LIMA

et al., 2011).
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Etambutol Inibição da síntese

de metabólitos

(FIOCRUZ, 2016).

*Estruturas criadas no software ChemDraw ®.

Além dos fármacos de primeira linha, também existem os fármacos de segunda linha,

onde suas estruturas químicas estão ilustradas na Tabela 3. Esses fármacos são utilizados em

casos especiais, onde há resistência ou alguma intolerância a um ou mais fármacos do

esquema básico (EB), como será discutido no item seguinte.

Tabela 3  Estrutura química dos principais fármacos de segunda linha para o tratamento de tuberculose.

1 Capreomicina

2 Canamicina 3 Amicacina
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4 Etionamida 5 Cicloserina

6 Para-aminosalicílico (PAS) 7 Ciprofloxacino

8 Ofloxacino

Fonte: Adaptado de LIMA, et al. 2011.

*Estruturas by ChemDraw ® (1, 4-8) e Chemsketch ® (2 e 3).

1.1.7.Tuberculose Resistente

Os maiores desafios hoje, em relação ao controle da doença no mundo, são 1-

Tratamento da tuberculose droga resistente (TB DR), sendo as principais a tuberculose

multirresistente (TB MDR) e a tuberculose resistência extensiva (TB XDR), 2- Tratamento

do paciente com tuberculose em associação com HIV. Ambos necessitam de um esquema

especial de tratamento, e além disso, justificam a necessidade pela busca de uma terapia mais

eficiente e com menos efeitos adversos (DALCOLMO, 2012; BRASIL, 2019).

Como já citado anteriormente, a atenção primária é a “porta de entrada” para o

paciente com tuberculose, onde ele receberá o esquema básico, mas em casos mais complexos

de tuberculose, como a tuberculose resistente, o paciente deve ser encaminhado a atenção

secundária ou a atenção terciária. Sendo que, a atenção secundária é responsável por atender:

co-infecção HIV-TB; pacientes com reações adversas ao tratamento, como por exemplo:

hepatotoxicidade, por outro lado a atenção terciária é voltada ao cuidado do paciente
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infectado por uma linhagem que não responde ao esquema básico, assim como aqueles que

desenvolvem as formas mais graves da doença  (Bartholomay et al., 2016).

O Ministério da Saúde (MS) classifica a tuberculose droga resistente de duas formas, a

primeira é em relação ao microrganismo e a segunda diz respeito ao fármaco, dessa forma

temos:

1- Resistência Natural: Como o próprio nome diz, é obtida naturalmente através do

processo de multiplicação do microrganismo (BRASIL, 2011).

2- Resistência Primária: Trata-se do paciente que foi infectado com um bacilo

resistente (BRASIL, 2011).

3- Resistência Secundária ou adquirida: Trata-se de um paciente que foi infectado com

um bacilo sensível, mas após um período o mesmo para de responder ao tratamento,

tornando-se resistente. A principal causa dessa resistência é a interrupção do tratamento

(BRASIL, 2011).

Classificação de acordo com os fármacos:

a- Mono resistência: O bacilo é resistente a apenas um fármaco do EB (BRASIL,

2011).

Após a comprovação da resistência, devem ser feitas alterações no EB. Por exemplo:

Se o bacilo for resistente a rifampicina (TR RR), o paciente receberá, durante os dois meses

da fase intensiva, uma combinação dos fármacos HZES, e a fase de manutenção será

prolongada para 10 meses, onde serão administrados os fármacos HE. Por outro lado, se o

paciente for contaminado com uma cepa resistente a Isoniazida, o tratamento intensivo terá

como politerapia os seguintes fármacos: rifampicina, pirazinamida, etambutol e

estreptomicina. Já na fase de manutenção, será administrado somente rifampicina e etambutol

(BRASIL, 2011*).

b- Poliressistência: O bacilo é resistente à dois fármacos anti TB, exceto a associação

RH (BRASIL, 2011).

c- Multirresistência (MDR) : Resistência à combinação RH. Essas cepas são motivos

de muita preocupação, pois contribuem para o aumento do número de mortes por TB e estão

frequentemente associadas aos casos de TB com HIV (BRASIL, 2011; ROSETTI et al.,

2002).

d- Resistência Extensiva (XDR - em inglês: extensively drug resistant ): Além da

resistência à combinação RH, o bacilo também é resistente a pelo menos uma fluoroquinolona

e a um injetável de segunda linha (BRASIL, 2011).
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Os medicamentos utilizados para os casos de tuberculose RR, MDR e XDR estão

descritos na tabela 4, o tempo de duração do tratamento é maior do que o utilizado no

esquema básico, sendo este de cerca de 18 meses. No caso da TB RR e MDR, recomenda-se o

uso do fármaco estreptomicina (S), somente após teste de sensibilidade (TS), se o paciente

nunca fez o uso do mesmo anteriormente. Se o paciente já fez o uso ou, se o TS é ausente, o

fármaco S não deve ser adotado no esquema especial de tratamento (BRASIL, 2011).

Tabela 4: Medicamentos que podem ser utilizados para tratar TB MDR, TB XDR e TB , disponíveis no
SUS.

GRUPOS MEDICAMENTOS

Grupo A
Fluoroquinolonas

TB MDR - Pelo menos
uma fluoroquinolona.

Levofloxacino

Moxifloxacino

Grupo B
Injetáveis (INJ) de
segunda linha

TB MDR - usar 1 INJ
e, pelo menos, 4 novos
fármacos (nunca usados
antes no tratamento do
paciente).

Amicacina

Capreomicina

Estreptomicina*

Grupo D
Fármacos
Adicionais

Grupo D1 - Paciente
com Tuberculose (TB)
resistente que só foi
tratado anteriormente
com medicamentos do
esquema básico (EB).

D1

Pirazinamida

Etambutol

Isoniazida em altas doses

Grupo D2 e D3 -

Grupo de fármacos
reservados para caso
onde não é possível
associar 4 novos
fármacos na
composição esquema ou
quando houver a
possibilidade de
resistência cruzada
entre fluoroquinolonas e
os injetáveis de segunda
linha.

D2 -
Não estão disponíveis no Brasil.

D3

Ácido paraminossalicílico

Imipenem-cilastatina 4 (disponível
localmente)

Meropenem 4 (disponível localmente)

Amoxicilina + clavulanato de potássio
(disponível localmente)

* A estreptomicina é um fármaco anti TB de primeira linha, por conta disso, não poderá ser prescrita para
pacientes com TB XDR¹, sendo condicionada apenas aos pacientes com TB MDR² e TB RR³, desde que não
tenham feito uso anteriormente e apresenta resultados positivos no Teste de Sensibilidade.
¹ TB XDR - Tuberculose com resistência extensiva às drogas;
² TB MDR - Tuberculose multidroga resistente.
³ TB RR - Tuberculose resistente à rifampicina
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4 O uso de carbapenêmicos e clavulanato de potássio (associado com amoxicilina) sempre devem ser em
conjunto.
Fonte: Tabela baseada no Manual de recomendações para o controle de tuberculose. MS, 2019.

O Boletim Epidemiológico da Tuberculose, 2022, relatou que entre os anos de 2015 -

2021 foram relatados cerca de 6.698 novos casos de TB DR no país, sendo que 97,8%

apresentaram a forma pulmonar, 848 casos TB DR foram diagnosticados em 2021. A figura 1

ilustra os casos diagnosticados de tuberculose resistente no Brasil, também ressalta que após a

implementação do Teste rápido molecular de Tuberculose (TRM TB), em 2015, houve uma

melhora no diagnóstico dos casos de TB DR, demonstrando a importância da utilização de

uma terapia adequada e do uso de TRM TB no diagnóstico de novos casos (BRASIL, 2022).

Figura 1: Dados preliminares sobre o padrão de resistência inicial dos casos de tuberculose no Brasil, 2012
a 2021.
Fonte: MS, 2022.

Em relação ao desfecho do tratamento de tuberculose resistente à rifampicina, nos

últimos anos vemos um aumento em relação ao percentual de abandono, outros encerramentos

e óbitos, além de uma diminuição do percentual de tratamento completo, figura 2 (BRASIL,

2022).
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Figura 2: Desfecho do tratamento de TB MDR e TB RR no Brasil, entre os anos de 2010- 2019.
Fonte: MS, 2022.

Ilustrando a necessidade por uma terapia que cause menos efeitos adversos ao

paciente, seja capaz de tratar essas novas linhagens resistentes aos tratamentos existentes, e

além disso, que tenha um período de tratamento mais curto. Ademais, os produtos naturais

podem ser o caminho para solucionar esse problema, especialmente através do estudo de

microrganismos, os quais são fontes promissoras na busca de produtos bioativos, sobretudo

com atividade antimicobacteriana e antitumoral (BRASIL, 2022; MOORE et al., 2017).

1.2.PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE PRODUTOS BIOATIVOS

Os produtos naturais são fontes para a obtenção de moléculas produzidas por

organismos vivos, as quais possuem uma alta diversidade estrutural e atividades biológicas ou

farmacológicas, devido à seleção natural e aos processos evolutivos. Além disso, essa

diversidade estrutural excede a capacidade dos compostos orgânicos sintetizados dentro do

laboratório, por conta disso, são muito utilizados na medicina tradicional e moderna para o

tratamento de doenças (ABOZENADAH et al. 2017).

Para a indústria farmacêutica são uma das fontes principais para a descoberta de

substâncias com atividade biológica, sendo utilizadas no desenvolvimento de novos fármacos.

Especialmente os derivados de microrganismos, os quais ocupam um importante lugar

histórico na descoberta e no desenvolvimento de fármacos (WRIGHT, 2017; XUE et al,

2022).

Pasteur deu início a investigação de microrganismo como fonte para a busca de

produtos bioativos através da sua descoberta sobre os processos fermentativos.

Posteriormente, a descoberta da penicilina também impulsionou os estudos com
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microrganismos, além de ser o marco que deu início à "era de ouro” na descoberta de

antibióticos, como são conhecidos os anos de 1940-1960 (STROBEL et al, 2004).

Entretanto, após a descoberta da estreptomicina, que foi isolada em 1944, do

Streptomyces griseus, um microrganismo encontrado no solo, uma busca mundial foi iniciada.

Onde todos os esforços estavam direcionados ao estudo dos microrganismos do solo de todos

os cantos do globo, embora os recursos fossem limitados na época, a farmacêutica Eli Lilly

pede aos missionários cristãos para que enviassem uma amostra de solo de cada lugar exótico

que eles visitassem, e em 1952, uma amostra do Bornéu (Ilha do Sudeste Asiático) foi

analisada, e dela cresceu o Streptomyces orientalis, desse microrganismo foi extraída a

vancomicina, qual ficou disponível para uso em pacientes a partir de 1958 e é utilizada

atualmente para tratar infecções graves causadas por Staphylococcus aureus resistente à beta

lactâmicos (GOULD, 2016; WRIGHT, 2017).

Apesar de ser um tema muito alarmante ainda hoje para a saúde mundial, nessa época

a resistência antimicrobiana já estava presente, se tornando cada vez mais evidente, onde

vimos, por exemplo o uso de politerapia para o tratamento de TB, com intuito de evitar a

seleção natural de cepas mutantes. Em 1959, ocorreu a descoberta do primeiro antibiótico beta

lactâmico resistente à penicilinase, a meticilina, por Beecham (GOULD, 2016; MIGLIORI et

al., 2022).

Um estudo de revisão feito por Newman e Cragg, entre janeiro de 1981 a setembro de

2019, demonstrou a importância do uso de produtos naturais na busca e desenvolvimento de

novos medicamentos. De todos os fármacos aprovados entre janeiro de 1981 a setembro de

2019, 3,8% são exclusivamente produtos naturais (n=1881), 0,8% droga vegetal, 18,9%

derivados de produtos naturais, 11% produtos sintéticos derivados de produtos naturais, 3,5%

possuem farmacóforo de PN, 7,5% são vacinas e somente 24,6% totalmente sintéticos, como

ilustra o gráfico 1. Em relação aos antibióticos, relataram que dos 162 aprovados, 4 (2,5%)

eram biológicos, ou seja, peptídeos ou proteínas isoladas de organismos ou fragmentos

celulares, assim como produzidos biotecnologicamente, 11 (6,8%) são produtos naturais, 78

(48,14%) são derivados de produtos naturais; 36 (22,20%) são drogas totalmente sintéticas, 1

(0,61%) é uma droga sintética, porém seu farmacóforo é um produto natural e 32 (19,75%)

são vacinas (NEWMAN; CRAGG, 2020).
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Gráfico 1: Relação quanto a origem dos medicamentos aprovados entre janeiro de 1981 e setembro de
2019.
B= Macromoléculas biológicas; N= Produto Natural; NB= Droga vegetal; S= Sintético; S/NM = Sintético/
Mimetiza produto natural; S* = Sintético (Farmacóforo de produto natural);*S/NM - Sintético Mimetiza
produto natural e farmacóforo de produto natural; ND= Derivados de produtos naturais;  V = Vacinas.
Fonte: Baseado em Newman; Cragg, 2020.

1.3.Microrganismos endofíticos

A primeira definição de microrganismos endofíticos foi feita por De Bary, em 1886,

que os definiu como microrganismos que colonizam o interior do tecido vegetal e diferem dos

epífitos, microrganismos que vivem na superfície do tecido vegetal. Após 100 anos, Carroll

(1986) propôs uma nova definição para esses microrganismos, Microrganismos endofíticos

são aqueles que colonizam o interior do tecido vegetal, sem lhe causar danos visíveis, e

mantém uma relação mutualística com a planta, dessa forma foram excluídos os

microrganismos patogênicos. Em 1991, Petrini complementou a definição de Carroll,

definindo os endofíticos como aqueles que colonizam o interior do tecido vegetal, em algum

momento do seu ciclo de vida, sem causar infecção sintomática na planta, dessa forma,

patógenos latentes também são classificados como endófitos, ocupando regiões intra e

intercelular (UNTERSEHER; SCHNITTLER, 2010; RIBEIRO; PAMPHILE, 2017; XIA et al.

2022).

Dentro da classificação de microrganismos endofíticos, podemos encontrar fungos e

bactérias, onde sua associação pode ser obrigatória ou facultativa e exibem interações

complexas com o hospedeiro, que envolvem mutualismo. Esses microrganismos produzem

diversos compostos que promovem o crescimento da planta e as ajudam a se adaptarem
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melhor no meio ambiente, de forma a manter a relação simbiótica estável (NAIR;

PADMAWATHY, 2014).

Essas substâncias são conhecidas como metabólitos secundários, e não são essenciais

para a sobrevida do microrganismo, mas desempenham papéis importantes na defesa do

vegetal contra estresses bióticos e abióticos. Já foram relatados diversas classes de

metabólitos secundários produzidos por esses MOs, como alcaloides, flavonoides, compostos

fenólicos, terpenoides, policetídeos entre outros, os quais são utilizados para tratar doenças

humanas, como câncer, infecções fúngicas e bacterianas, entre outras (RAIME; ADELEKE,

2021).

Os endófitos podem ser encontrados em qualquer parte interna da planta, em relação a

ocorrência da infecção assintomática, existe uma classificação que os diferenciam, em

endófitos verdadeiros, aqueles que são transmitidos verticalmente, ou seja, através das

sementes de uma planta para outra e nunca irão aparecer fora do tecido vegetal. Por outro

lado, a maioria dos endofíticos são transmitidos horizontalmente, através de esporos aéreos, e

portanto, são definidos como não verdadeiros, uma vez que também podem ser encontrados

fora do tecido vegetal (HARTLEY; GANGE, 2009).

Pesquisas com endofíticos são vantajosas, uma vez que os compostos bioativos de

origem natural possuem estruturas químicas complexas, o que dificulta sua síntese através de

reações químicas. Dessa forma, se faz necessário conhecer melhor sobre a importância e o

papel deles na natureza  (NAIR; PADMAWATHY, 2014).

Os endofíticos e as plantas hospedeiras possuem um relacionamento harmonioso que é

benéfico para ambos. Uma forma de explorar os diversos componentes bioativos desses

microrganismos é entendendendo as interações do endófito com a planta, mas além disso,

também se faz necessário conhecer mais sobre as interações entre microrganismos endofíticos

e outros organismos vivos, como com o meio ambiente. Uma vez que todas essas interações

são relevantes na produção dos metabólitos secundários (RAIME; ADELEKE, 2021).

1.3.1.Produtos naturais de fungos endofíticos

Fungos endofíticos são promissores na busca de novas substâncias bioativas.

Geralmente, são os microrganismos endofíticos mais isolados. Costumam aparecer como

filamentos finos crescendo a partir do material vegetal na superfície do meio sólido de ágar,

os comumentemente isolados são do grupo Fungi imperfecti, ou seja, aqueles que não

possuem estado sexual conhecido em seu ciclo de vida, se reproduzem apenas através da
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multiplicação dos esporos por mitose (VOLK, 2001; STROBEL et al., 2004; ALY et al.,

2013).

O número de metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos é maior do

que comparado a outras classes de endófitos, provavelmente, uma consequência em se isolar

mais fungos de plantas do que outros microrganismos. Os produtos naturais de fungos

endofíticos possuem um amplo espectro de atividade biológica, e são encontrados metabólitos

secundários de diferentes classes, como: alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides,

isocumarinas, quininas, fenilpropanoides, lignanas, ácido fenólicos, metabólitos alifáticos,

lactonas, entre outros (ZHANG et al., 2006; QIU et al., 2010).

Uma das maiores descobertas na terapia do câncer, foi o Paclitaxel, originalmente

produzido pela planta Taxus brevifolia. Posteriormente, conseguiram isolar essa substância de

um fungo endofítico da planta, ademais cerca de 200 fungos endofíticos, pertencentes a mais

de 40 gêneros, já foram descritos como Taxol ®. Dentre eles podemos citar o fungo endofítico

associado à Taxus longifolia, que foi identificado como Taxomyces andreanae, descoberto em

1993. Outros fungos endofíticos também ficaram conhecidos por produzirem substâncias

antitumorais. Tais como os isolados da planta Taxus chinensis var. mairei, Podophyllum

hexandrum, Camptotheca acuminata e Catharanthus roseus, que produziram taxol,

podofilotoxina, camptotecina e vincristina, respectivamente (GALLEGO-JARA et al., 2020;

PRAJAPATI et al., 2021).

Recentemente foi realizado um estudo com o objetivo de caracterizar fungos

endofíticos produtores de substâncias bioativas da planta aquática Nelumbo nucifera. Para

isso, foi utilizado todas as partes da planta, que passaram por processos de esterilização, então

o material vegetal foi colocado em meio sólido de PDA para isolamento dos fungos

endofíticos. Após o isolamento, os fungos foram investigados por método de triagem, a fim

de testar suas atividades antimicrobianas contra cepas de Staphylococcus aureus resistente à

meticilina, DMST20561 (MRSA). Então o perfil químico dos extratos foi determinado por

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas. Ao total, conseguiram isolar 6

fungos endofíticos da planta N. nucifera. O melhor resultado contra a MRSA foi do fungo

endofítico codificado como ST9.1, que foi identificado como Aspergillus cejipi. Os resultados

demonstraram que a extração com acetato de etila obteve frações mais ativas, com

concentração mínima inibitória (MIC) de 2,5 mg/mL e a concentração mínima bactericida

(MBC) de 50 mg/mL. O componente majoritário do extrato bruto do fungo endofítico foi o

4-(Indolina-1-yl)-1,3,5-triazina-2-amina (C11H11N5) (TECHAOEI et al., 2020).
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Além de metabólitos secundários, esses microrganismos têm sido explorados quanto a

sua capacidade de sintetizar enzimas que são utilizadas pelas indústrias alimentícias,

indústrias têxteis, indústrias químicas, como por exemplo na degradação de materiais

lignocelulósicos e na produção de detergentes. Dentre as enzimas isoladas, as mais relatadas

são: proteases, amilases, lipases, celulases e xilanases. É importante salientar essa importância

para processos industriais sustentáveis que não afetam a saúde humana, assim como para o

tratamento e desintoxicação de efluentes  (BEZERRA et al., 2021).

Substâncias produzidas por fungos endofíticos também possuem importância para

agricultura, pois promovem o crescimento da planta, assim como melhoram sua tolerância

contra estresses bióticos e abióticos do meio. Em um estudo onde foi observado que a

presença de 3 fungos endofíticos do gênero Aspergillus, conseguiu aumentar a concentração

de fósforo (um dos principais minerais necessários para o desenvolvimento e crescimento das

plantas) em raízes e brotos, em sua fase inicial (JING et al., 2022).

Embora a capacidade dos fungos endofíticos de produzirem substâncias bioativas seja

bem conhecida, esses microrganismos ainda não foram extensivamente explorados, talvez

pelo fato de que a ciência está começando a entender sua distribuição e biologia, estudos de

revisões têm demonstrado a importância de realizar triagens para a busca de substâncias

bioativas e novos fármacos (CORRÊA et al., 2014).

1.4.Estratégias biotecnológicas que induzem a produção de metabólitos secundários

No geral, os metabólitos secundários são produzidos por enzimas, que por sua vez são

codificadas por genes co-localizados, os quais são denominados de “ biosynthetic gene

clusters” BGC’s, em português, agrupamentos gênicos biossintéticos. Baseando-se no

sequenciamento dos genes, foi possível notar que os microrganismos possuem vários BGC’s

crípticos. Dessa forma, estima-se que eles possuem capacidade para produzir mais

metabólitos secundários do que aquelas que são produzidos através de técnicas tradicionais de

cultivo, pois muitas vezes esses genes estão silenciados nessas condições. Como exemplo, o

microrganismo endofítico Streptomyces coelicolor, o qual era capaz de produzir, inicialmente,

13 classes diferentes de metabólitos secundários, mas com o sequenciamento do gene, após

análise realizada em 2002, revelou-se a presença de 16 BGC’s, quais provavelmente

produzem moléculas com estruturas inéditas. Diante disso, diversas estratégias têm sido

desenvolvidas para ativar esses genes e aumentar a quimiodiversidade desses microrganismos

(ROMANO et al., 2018; MAIMONE et al., 2021).
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Essas vias metabólicas podem ser acessadas no laboratório através de técnicas

moleculares ou abordagens baseadas em cultivos diferenciados. O número de pesquisas que

utilizam abordagens dependentes de cultivo têm aumentado desde que esse método foi

formalizado há duas décadas, o responsável por isso foi Bode e seus colaboradores (2002),

que postularem a seguinte abordagem, “One strain-Many Compounds (OSMAC)” (Em

português: Uma cepa-muitos compostos). De acordo com o postulado de Bode (2002), cada

linhagem de microrganismo tem potencial para produzir diversos compostos, mas somente

são produzidos em condições específicas de cultivo, dessa forma, essa abordagem explora

mudanças nas condições de cultivo, como nutrientes, temperatura, salinidade, aeração, ou até

mesmo o formato dos frascos, que podem estimular a produção e a descoberta de novos

produtos naturais (BODE et al., 2002 apud PINEDO-RIVILLA et al. 2022;

PINEDO-RIVILLA et al. 2022).

Dentre as estratégias para a descoberta de novos metabólitos secundários, temos

aquelas que se enquadram na abordagem OSMAC, e podem ser divididas em 5 grupos. 1-

Cocultivo; 2- Eliciação; 3- Alterações físicas; 4- Alterações químicas e 5- Uso de enzimas

inibidoras. Além da abordagem que explora alterações nas condições de cultivo, também

existem os modificadores epigenéticos, uma abordagem molecular, que podem ser divididos

em inibidores de histonas deacetilases e inibidores de DNA metiltransferases (DNMT)

(PINEDO-RIVILLA et al., 2022).

1.4.1.Cocultivo

O Cocultivo, também chamado de fermentação mista, é uma técnica onde dois ou mais

microrganismos são inoculados juntos, com intuito de mimetizar o habitat natural, no qual as

interações simbióticas ou competitivas entre microrganismos são simuladas e/ou aprimoradas.

No habitat natural, o acesso aos nutrientes pode ser limitado, assim como pode ocorrer troca

de metabólitos entre organismos. A competição entre microrganismos é provocada por

fatores de estresse indutores, que estimulam a ativação dos BGC’s silenciados, (CAUDAL et

al., 2022).

Do Nascimento e colaboradores (2020) realizaram um estudo, onde duas linhagens de

fungos endofíticos, identificados como Talaromyces purpurogenus H4 e Phanerochaete sp.

H2, foram cultivados em fermentação mista e culturas axênicas. O meroterpenoide austino foi

detectado somente nos extratos do co-cultivo. Então a substância isolada teve resultados

promissores na inibição de Trypanosoma cruzi, em sua forma de epimastigotas, onde a

concentração inibitória média foi de 36, 6 ± 1,2 μg/mL. Esse resultado demonstrou a
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importância do cocultivo de fungos endofíticos para a obtenção de produtos bioativos

naturais. Além disso, também melhoram o conhecimento a respeito das interações que podem

ocorrer entre essa classe de microrganismos (DO NASCIMENTO et al., 2020).

1.4.2.Modulação Epigenética

A modulação epigenética é uma técnica biotecnológica que realiza processos em torno

do DNA e modulam a atividade gênica através de alterações na cromatina, resultando na

acessibilidade transcricional dos genes que codificam enzimas biossintéticas (CHAPLA,

2014; LI et al., 2020).

A cromatina é um complexo de DNA e proteínas, está presente no núcleo celular de

eucariotos, sendo que as histonas são as principais proteínas encontradas. A subunidade

fundamental da cromatina é o nucleossomo, composto por uma unidade de DNA de 146 pares

de bases nitrogenadas, que se envolvem em torno de um disco proteico, composto por 4

unidades de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e a compactação dos nucleossomos formam uma

fibra, no momento da transcrição essa fibra se desdobra, por meio de modificações

pós-traducionais, como acetilação da cauda terminal da histona central e, fica disponível.

Modificações na estrutura da cromatina podem desencadear mudanças na expressão gênica, o

que altera uma variedade de processos celulares, incluindo a biossíntese de metabólitos

(ZHANG; REINBERG, 2001; RUTLEDGE; CHALLIS, 2015).

As modificações da cromatina mais empregadas hoje, na modulação epigenética de

fungos endofíticos, estão relacionadas com a alteração das histonas, através de acetilação e

desacetilação e, a metilação do DNA. A acetilação das histonas é através da adição de um

radical acetil nos resíduos de lisina, essa reação é catalisada pelas enzimas Histonas

Acetiltransferases (HATs), por outro lado, as Histonas Desacetilases removem esse radical

acetil, quando as histonas encontram-se hipoacetiladas, ocorre o silenciamento gênico, pois

elas estão ligadas ao DNA, ou seja, a cromatina está compactada, e isso impede o acesso da

RNA polimerase, e a transcrição não ocorre, o oposto quando as mesmas encontram-se

hiperacetiladas, onde o DNA encontra-se disponível e pode ocorrer a transcrição gênica. A

outra técnica envolve a metilação do DNA, como o próprio nome diz, é adicionada uma

metila na subunidade 5’ do DNA, essa reação é carreada pela enzima DNA metiltransferase.

Ao todo são 3 metiltransferases responsáveis por regular a metilação do DNA (AKONE, et

al., 2019; GUPTA et al., 2020).

Os moduladores epigenéticos são inibidores dessas enzimas. Inibidores de histonas

desacetilases (HDAC), como exemplo: butirato de sódio, ácido hidroxâmico de
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suberoilanilida (SAHA), ácido suberohidroxâmico (SBHA), tricostatina A, entre outros.

Enquanto que em relação aos inibidores da DNA metiltransferase, podemos citar a

5-azacitidina, hidralazina, sinefuginas, entre outras (GUPTA et al., 2020).

Em um estudo foi utilizado 500 μM de 5-azacitidina no meio de cultura do fungo

Pestalotiopsis crassiuscula, isolado da planta Fragaria chiloensis, o que resultou em uma

alteração do perfil metabólico, levando ao isolamento de uma nova cumarina, além de outros

6 compostos, através de técnicas cromatográficas e espectroscópicas foi visto que desses 6

compostos, 3 são novos metabólitos secundários induzidos (YANG et al., 2014).

A cultura do fungo Aspergillus sydowii foi tratada com um inibidor de DNA

metiltransferase, 5-azacitidina, resultando no isolamento de 3 metabólitos secundários novos,

além de 8 compostos conhecidos. Também foi analisada a atividade antidiabética e

anti-inflamatória dessas substâncias isoladas e, descobriram que o (S)-(+)-sidonol, um dos

compostos induzidos, conseguiu aumentar o consumo de glicose e impediu o acúmulo de

lipídeos em 3T3-L1 adipócitos (Modelo in vitro de adipócitos brancos) (MORRISON;

MCGEE, 2015; AKONE, et al., 2019).

1.4.3.Eliciação

A eliciação é uma das estratégias biotecnológicas mais eficazes para a indução da

produção de novos metabólitos secundários. Eliciadores são definidos como biofatores ou

moléculas químicas capazes de desencadear uma resposta similar aos estresses ambientais de

microrganismos e vegetais, alterando suas atividades fisiológicas ou metabólicas, o que pode

levar a ativação de vias biossintéticas de metabólitos secundários, otimizando sua produção

(NETALA et al., 2016; HALDER, et al., 2019).

Os metabólitos secundários são biossintetizados em reações em cascata, quando

plantas e microrganismos estão expostos a uma infinidade de estresses abióticos e bióticos,

como parte do seu sistema de defesa. O uso de eliciadores, na agricultura, tem como objetivo

induzir a defesa da planta, sendo uma alternativa para fungicidas. Por outro lado, na indústria

farmacêutica o objetivo é extrair esses metabólitos para fins terapêuticos e dietéticos, além

disso, também são de interesse para a produção de cosméticos (HAEL-CONRAD et al., 2015;

CHAMKHI et al., 2021).

Os eliciadores são classificados em bióticos e abióticos. Dentro dos bióticos existem

dois grupos, o grupo 1 trata-se do uso de moléculas com estruturas conhecidas, enquanto que

o grupo 2 é composto por misturas onde sua composição não é conhecida, como exemplo

temos o uso de extratos de fungos, vegetais e bactérias. E os abióticos, são todos aqueles que
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não são de origem biológica, ou não são seres vivos, como exemplo temos: íons metálicos,

reguladores osmóticos, sais, esses são representados como eliciadores químicos, e os físicos,

são alterações de temperatura, raios ultravioleta, etc.  (NAMDEO, 2007; PESSANHA, 2016).

1.4.3.1. Eliciadores Bióticos

Os eliciadores biológicos, como o próprio nome diz, tem origem biológica. E incluem

microrganismos, polissacarídeos de parede celular, como quitina, pectina e celulose, além de

enzimas e fragmentos celulares, tabelas 5 e 6 (CHAMKHI et al. 2021).

O uso de ácido poligalacturônico aumentou significativamente o conteúdo de

saponinas de células suspensas de Panax ginseng. Assim como a aplicação de quitina induziu

a produção de fluoroquinolona, cumarina e alcaloides em culturas de ápice caulinares de Ruta

graveolens (SAIFI et al., 2020).

1.4.3.2.Eliciadores Abióticos

Abióticos são todos os eliciadores que não são de organismos vivos, como por

exemplo os íons de metais pesados, luz ultravioleta, que induzem respostas fisiológicas ao

estresse, seus efeitos não são específicos (PATEL, et al. 2020). A tabela 5 traz alguns

exemplos.

Tabela 5: Classificação dos eliciadores.

1.Classificação básica dos eliciadores

a.
Bióticos

São extratos brutos ou parcialmente purificados de leveduras, fungos,
bactérias e plantas.

Composição definida: Polissacarídeos purificados, glicoproteínas, glicanos,
quitosana, pectinas, alginato, xantanas, lectinas,
enzimas inativas, etc.

Composição indefinida: Extrato de leveduras, bactérias, fungos, etc.

b.
Abióticos

Químicos:

Sais e metais pesados Ag2S2O3, AgNO3, CdCl2, CuCl2, CuSO4, VOSO4,
NiSO4, etc.

Estressores osmóticos Manitol, sorbitol, NaCl, etc.

Gases Etileno, NO, etc.

Físicos: Radiação ultravioleta, mudanças na temperatura, etc.
Fonte: Adaptado de HALDER et al., 2019.
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Tabela 6: Classificação dos eliciadores quanto à origem:

2.Classificação quanto à origem

Exógenos Estão presentes fora da célula: glicoproteínas, poliaminas, celulose,
ácido araquidônico, etc.

Endógenos Estão presentes no interior da célula: ácido jasmônico, ácido
salicílico, jasmonato de metila, etc.

Fonte: Adaptado de HALDER et al., 2019.

2.JUSTIFICATIVA

A tuberculose continua sendo um problema de saúde pública mundial e o aumento do

número de casos de TB resistente tem preocupado os órgãos de saúde, ademais, os

tratamentos disponíveis causam muitos efeitos adversos, muitas vezes acarreta o abandono do

tratamento e a seleção de cepas mutantes. Desta forma existe a necessidade pela busca de

novos fármacos antituberculose que possuem menos efeitos colaterais e tenham atividade

antimicrobiana contra as diferentes cepas resistentes (MOORE et al., 2017; WHO, 2021).

Os microrganismos endofíticos, principalmente fungos, demonstraram ser fontes

promissoras de substâncias bioativas. São definidos como microrganismos que em

determinado momento colonizam o interior do tecido vegetal de forma simbiótica, o que

resulta na produção de diversos metabólitos secundários com atividades farmacológicas

distintas, como: atividade antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral, antimicrobiana,

imunossupressoras, dentre outras (AZEVEDO, 1998; CHAPLA et al. ,2013; SPECIAN et al.

,2014).

Estudo realizado por nossa equipe demonstrou que o fungo codificado como TB3,

isolado da planta Tocoyena bullata, obteve resultados promissores de atividade

antimicobacteriana e anti-inflamatória, onde, o extrato do mesmo apresentou 80% de inibição

do crescimento da cepa atenuada, M. bovis BCG, sendo esse resultado obtido na concentração

inibitória mínima de 2 µg/mL, com MIC50 de 1,4 ± 0,4 µg/mL. Além disso, também teve

atividade em uma cepa de M. tuberculosis, baixa virulência, cepa H37Rv, onde apresentou

90% de inibição, em sua maior concentração testada 500 µg/mL e contra uma cepa

hipervirulenta, cepa M299, onde apresentou mais de 75% de inibição do crescimento, também

na maior concentração testada, 500 µg/ml (CALIXTO, 2016; CALIXTO et al., 2022).

Devido a esses resultados promissores, esse trabalho busca utilizar a eliciação

biológica do fungo endofítico TB3, isolado da planta Tocoyena bullata, oriunda do Parque
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Nacional Restinga de Jurubatiba, como estratégia biotecnológica para a otimização da síntese

de metabólitos secundários ativos e comparar com o cultivo tradicional.

3.OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Comparar o perfil químico dos extratos do fungo endofítico TB3, obtidos através do

cultivo tradicional e na presença de um eliciador biológico, lisado de Mycobacterium bovis,

por meio de técnicas cromatográficas e espectrométricas. Visando observar se houve a

produção de substâncias eliciadas.

3.2.Objetivos específicos

● Cultivar o fungo endofítico TB3 em condições tradicionais e eliciadas, usando como

eliciador o lisado de M. bovis.

● Obter os extratos etanólicos dos cultivos em arroz.

● Pré-fracionar os extratos etanólicos por partição líquido-líquido.

● Analisar as frações hexânicas, acetato de etila e butanólicas, por cromatografia em

camada delgada.

● Analisar as frações acetato de etila, butanólicas e aquosas, por cromatografia de alta

eficiência acoplada a detector de arranjo diodos (CLAE - DAD).

● Analisar as frações acetato de etila e hexânicas, por cromatografia gasosa acoplada à

espectrometria de massas (CG-EM).

● Analisar os resultados obtidos a fim de avaliar se a estratégia de cultivo empregada

alterou a quimiodiversidade do fungo.

4.MATERIAL E MÉTODOS

4.1.MATERIAL

4.1.1.Material biológico

O fungo codificado como TB3, foi isolado da planta Tocoyena bullata (Vell.) Mart.

(Rubiaceae), figura 3, oriunda do Parque Nacional Restinga de Jurubatiba, e faz parte da
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micoteca do laboratório de produtos bioativos da UFRJ- campus Macaé, qual segue o método

Castellani de preservação (CASTELLANI, 1939).

* **

Figura 3: Planta Tocoyena bullata e fungo endofítico TB3.
*À esquerda temos a foto da planta Tocoyena bullata (Vell.) Mart. (Rubiaceae), no Parque Nacional da Restinga
de Jurubatiba, imagem tirada pela equipe do Laboratório de Produtos Naturais da UFRJ-Macaé.
** À direita ilustra o fungo endofítico TB3, isolado da planta Tocoyena bullata, em meio sólido ágar após 7 dias
de crescimento estático, em 30º C.

O lisado da Mycobacterium bovis, cepa atenuada, da vacina BCG, foi gentilmente

preparado pela doutoranda Juliana Givisiéz Valente, do programa de Pós Graduação em

Ciências Farmacêuticas - UFRJ, orientada pela professora Drª. Michelle Frazão Muzitano.

Em uma concentração de 108 UFC/mL, conforme especifica o item 4.2.2.

4.1.2.Meio de cultura

O ágar batata dextrose utilizado é da marca KASVI® e o arroz parboilizado foi da

marca Uncle Ben 's Original ®.

4.1.3.Solventes

Os solventes utilizados para a extração e pré-fracionamento, grau PA, foram das

marcas: NEON, Biograde, J.T.Baker. Os solventes utilizados para as técnicas analíticas, com

exceção da cromatografia em camada delgada, foram grau HPLC, sendo estes da marca

TEDIA®.

4.1.4.Equipamentos

Autoclave vertical cs Prismatec®. Balança Analítica Marte® Modelo: AY220; Capela

de Exaustão de gases, fluxo laminar trox-modelo: Flu, série 506, estufa de secagem e
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esterilização (Nova ética), incubadora shaker refrigerada SL-223 Solab®, placa de

aquecimento Kasvi®, estufa incubadora B.O.D SL-200.

4.1.5.Vidrarias

Béqueres de volumes variados, balão de Erlenmeyer 500 mL, balão fundo redondo,

placas de petri, vidro Roni Alzi® 500 mL, funil de vidro liso, pipetas graduadas, frascos

reagente boro incolor graduado com tampa rosca azul, vidro relógio, tubos de ensaio,

provetas, funil de vidro, frasco ampola de penicilina, pipetas volumétricas e funil de

separação.

4.1.6.Outros

Béquer de plástico, PVC, microtubos, tubos de transferência (transfer tubes), palito de

madeira, alça calibrada loop.

4.2.MÉTODOS

4.2.1.Preparo do meio de cultura

Para o meio sólido de ágar batata dextrose foram utilizadas as concentrações e preparo

descritos pelo próprio fabricante. O meio fermentativo sólido arroz foi preparado da seguinte

forma: Em frascos, tipo erlenmeyer de 500 mL, foram adicionados 90 g de arroz parboilizado

da marca Uncle Ben's original ® e 90 mL de água destilada então foram esterilizados em

autoclave, por 40 minutos, na temperatura de 121º C e pressão 1 atm.

4.2.2.Preparo do lisado autoclavado de Mycobacterium bovis

Para o preparo do eliciador biológico foi utilizada a cepa atenuada de Mycobacterium

bovis (BCG). A mesma foi previamente crescida em meio ágar Middlebrook 7H10, específico

para o crescimento de micobactérias, para isso foram utilizados 4,2g de meio ágar 7H10, para

200 mL de meio de cultivo, 1,1 mL de glicerol e foi suplementado com soro fisiológico 10%.

Após crescimento, transferiu-se para o meio líquido 7H9, sendo este preparado com 1,09g de

meio 7H9 e polisorbato 80, novamente suplementado com soro fisiológico, 10%. Então,

observou-se o crescimento da bactéria até alcançar a fase lag. Posteriormente, autoclavou por

45 minutos, à 121ºC e 1 atm, obtendo o lisado micobacteriano.
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4.2.3.Inoculação do Fungo em diferentes condições de cultivo

Previamente à inoculação do fungo TB3 no meio fermentativo, o mesmo foi inoculado

no meio sólido ágar batata dextrose e incubado à 30 ºC, por 7 dias, para obtenção dos discos

de micélio-ágar (0,5 cm de diâmetro).

Para a fermentação do fungo foram usadas duas condições de cultivos, a condição

tradicional e a condição eliciada, com intuito de obter a condição mais promissora e também,

avaliar as modificações metabólicas decorrentes do uso do eliciador biológico.

A inoculação do fungo TB3, no meio fermentativo arroz parboilizado, foi realizada

dentro do fluxo laminar. Para o preparo do cultivo tradicional (CT), foram transferidos 12

discos de micélio-ágar do fungo TB3, para o frasco tipo Erlenmeyer de 500 mL, contendo

meio esterilizado de arroz parboilizado, preparado conforme item 4.2.1. O cultivo eliciado

(CE), além de 12 discos de micélio-ágar do fungo TB3, também foi transferido para o frasco

tipo Erlenmeyer contendo o meio fermentativo, 10 mL do lisado de M. bovis. Ambos os

cultivos foram incubados à 30º C, por 21 dias.

Juntamente com os cultivos, preparou-se dois controles, o primeiro foi o controle do

meio sólido fermentativo (B), ou branco, composto somente pelo arroz parboilizado

esterilizado. E o segundo, o controle do lisado (M), para seu preparo, transferiu-se 10 mL do

lisado de M. bovis, para o frasco tipo erlenmeyer contendo o meio fermentativo esterilizado

Ambos foram incubados nas mesmas condições, figura 4.

Figura 4: Frascos de erlenmeyer contendo os CT, CE, B e M, em incubadora tipo B.O.D
CT - Cultivo tradicional, CE - Cultivo eliciado, B- Controle do meio fermentativo, branco e M- Controle do
lisado de Mycobacterium bovis.
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4.2.4.Extração através de maceração estática

Após o período de 21 dias, foi realizada a extração por maceração estática, em cada

ensaio e controle foi adicionado etanol absoluto, 99,5% (NEON), até cobrir totalmente o meio

sólido de arroz, cerca de 200 mL, então, as amostras foram mantidas na temperatura de 30º C

por mais 48 horas, após esse período, realizou-se a filtração e obteve-se os extratos etanólicos

de arroz, os micélios foram descartados. Os extratos etanólicos de arroz foram secos no rota

evaporador e calculados os rendimentos.

4.2.5.Fracionamento dos extratos: partição líquido-líquido

A ressuspensão de cada extrato bruto foi realizada em uma solução de etanol e água

destilada, proporção de 1:1 (v/v). Onde foram utilizados 50 mL de água destilada e 50 mL de

etanol absoluto.

Então a partição foi dividida em 3 etapas, iniciando-se com hexano (3 x 35 mL cada),

depois acetato de etila (3 x 35 mL cada) e finalizando com butanol (3 x 35 mL cada), obtendo

as frações hexânicas, acetato de etila, butanólicas e aquosas (Figura 5).

Figura 5:  Fluxograma da partição líquido-líquido a partir dos extratos etanólicos de arroz.
AcOEt- Acetato de etila; BuOH- Butanol.
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4.2.6.Análise do perfil químico através de técnicas analíticas

4.2.6.1.Cromatografia em camada delgada

As frações hexânicas, acetato de etila e butanólica de cada extrato foram analisadas

por cromatografia em camada delgada (CCD). Para as frações hexânicas, usou-se dois

eluentes, hexano: acetato de etila, em duas proporções 9:1 e 1:1 (v/v). Para as frações de

acetato de etila, foram utilizados os mesmos eluentes, porém nas proporções de 7:3; 6:4; 1:1;

3:7(v/v). Para as frações butanólicas usou-se as seguintes fases móveis: BAW, em inglês:

Butanol/Acetic Acid/Water, na proporção de 4:1:5 (v/v/v), respectivamente (HARBONE,

1973) e Acetato de etila/metanol/ácido acético, 8:1:1 (v/v/v). Elas foram visualizadas sob

incidência de luz UV em 254 e 365 nm. Para a revelação química utilizou-se vanilina

sulfúrica, seguida de aquecimento. A análise foi feita em placa de sílica de fase normal, em

suporte de alumínio.

4.2.6.2.Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjo de diodos

(CLAE-DAD)

Através desta técnica foram analisadas as frações acetato de etila, butanólicas e

aquosas, obtidas através da partição líquido-líquido, descrita no item 4.2.5. As amostras

foram preparadas pesando-se aproximadamente 1 mg de cada fração, os quais foram

redisolvidos em 300 µL de uma solução de água ultrapura e acetonitrila, preparada na

proporção de 1:1 (v/v).

O equipamento empregado é da marca Shimadzu, figura 6, localizado no Laboratório

de Produtos Bioativos da UFRJ-Macaé. O qual possui uma bomba de gradiente quaternário

LC-20AT, um auto injetor modelo SIL-20A, um detector de arranjo de diodos, modelo

SPD-M20A, uma controladora, modelo CBM-20A, um forno, modelo CTO-20A, um

degaseificador, modelo DGU-20A5 (Shimadzu) e um sistema de aquisição de dados com

software LC solution® versão 1.25 SP1. As análises foram realizadas utilizando a coluna C18

endcapped, dimensões 250 x 4,6 mm, tamanho da partícula de 5 μ e tamanho do poro 100 Å,

marca Phenomenex. A fase móvel foi do tipo gradiente, onde utilizou soluções de acetonitrila

e água acidificada com ácido trifluoroacético (0,05%), (Tabela 7). A vazão foi de 1 mL/ min,

a temperatura do forno foi de 40 ºC e o volume da injeção de 50 μL.
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Figura 6: Cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a detector de arranjo de diodos no LPBio.

Tabela 7:  Gradiente de concentração de acetonitrila na fase móvel por tempo de eluição.
Tempo de análise (min) Concentração de Acetonitrila  (%)

0.01 15

7.00 20

27.00 35

30.00 50

32.00 90

34.00 90

35.00 15

37.00 15

40.01 Final da aquisição de dados

As condições do DAD foram entre 190 a 800 nm.

4.2.6.3.Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas

O equipamento empregado também é da marca Shimadzu (Kyoto, Japão), localizado

na Central Analítica da Farmácia da UFRJ Campus da Ilha do Fundão, onde as técnicas foram

aplicadas pelo mestre Marcos Vinicius Toledo e Silva, o gás arraste utilizado foi o hélio com

fluxo de 1,1 mL /min, a coluna capilar modelo RTx-5Ms (L=30 m; d=0.25μm), o injetor tipo

split e sua temperatura utilizada foi de 270 ºC, a temperatura do forno possui característica

linear durante a separação, aumentando 10 ºC /min, sendo que a temperatura inicial foi de 60
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ºC e a temperatura máxima atingida de 290 ºC; Condições do detector de massas: Fonte de

ionização – 200 °C; Interface-230 °C. Através da CG-EM foram analisadas as frações

hexânicas e acetato de etila, na concentração de 1 mg/mL.

A identificação dos compostos foi através da comparação dos espectros obtidos com a

biblioteca NIST 05s.LIB e WILEY7.LIB do equipamento. Foram considerados como

identificados compostos com índice de similaridade (SI) > 90 % .

5.RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1.Rendimentos dos extratos etanólicos brutos

A partir dos ensaios e controles foram obtidos 4 extratos etanólicos brutos, dos quais

os rendimentos, em gramas, estão descritos na Tabela 8.

5.2.Rendimentos dos fracionamentos por partição líquido-líquido

Para a realização das partições foram utilizados 1,643 g do extrato etanólico de arroz

(EEA) do cultivo tradicional, 1,106 g do EEA do cultivo eliciado, 1,435 g do EEA do controle

do meio fermentativo e 1,45 g do EEA controle do lisado. A Tabela 8 descreve os valores de

rendimento de cada fração, para cada extrato etanólico de arroz.

Tabela 8: Rendimento após partição dos extratos etanólicos de arroz:

EEA Fr. HEX Fr.
AcOET

Fr. BuOH Fr. H2O R

(g) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (%)

C.T
1,643¹

9,76 18 1,02 50 3,04 326 19,84 877 53,84 77,35

C.E.
1,106¹

2,74 3 0,27 62 5,61 150 13,56 611 55,24 74,6

C.M
1,435¹

2,08 52 3,62 93 6,48 123 8,57 807 56,24 74,91

C.L.
1,45¹

2,21 80 5,51 48 3,31 150 10,34 332 22,9 42,0

EEA - Extrato etanólico de arroz. Fr HEX- Fração Hexânica; Fr. AcOET - Fração Acetato de etila; Fr. BuOH -
Fração butanólica; Fr. H2O - Fração Aquosa. ¹ Massa do EEA utilizada para cada partição líquido-líquido, em
gramas. C.T -Cultivo Tradicional; C.E. - Cultivo Eliciado; C.M. - Controle do meio fermentativo de arroz; C.L. -
Controle do Lisado micobacteriano. R - Rendimento percentual total após partição.
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5.3.Cromatografia em Camada Delgada:

5.3.1.Frações Hexânicas

Inicialmente, usou-se uma fase móvel mais apolar, sendo esta uma solução de hexano:

acetato de etila, 9:1 (v/v).

Na figura 7, item C, podemos ver que as frações hexânicas tanto do cultivo tradicional,

quanto do cultivo eliciado apresentaram duas bandas diferentes, de acordo com seu perfil

químico obtido por CCD, ao ser revelado com vanilina sulfúrica e aquecida. Onde o cultivo

tradicional apresentou uma banda esverdeada com Rf1 0,45, enquanto que no cultivo eliciado

é possível visualizar uma banda amarelada, de Rf2 0,36, o que sugere a presença de

substâncias diferentes, também é importante notar que elas não estão presentes nos controles.

Figura 7 Cromatografia em Camada Delgada das frações hexânicas, sílica em fase normal, fase móvel:
HEX/ AcOEt na proporção de (9:1). A- Visualização em UV 254 nm; B- Visualização em UV 365 nm; C-
Revelação química com Vanilina Sulfúrica aquecida. 1- Fração hexânica cultivo tradicional; 2- Fração hexânica
cultivo eliciado; 3- Fração hexânica branco; 4- Fração hexânica controle do lisado. Rf= fator de retardamento.
Rf1 : 0,45 e Rf2 : 0,36.

Por outro lado, na segunda eluição, aumentou-se a polaridade da fase móvel, alterando

a concentração dos eluentes para 1:1 (v/v). Resultando no perfil cromatográfico ilustrado na

figura 8, o qual traz bandas em comum em todas as frações analisadas, sugerindo ser

substâncias provenientes do meio de cultivo. Quando visto no comprimento de onda UV de

254 nm, item A, surgiu uma banda com fator de retardamento = 0,5 na Fr. Hex do cultivo

eliciado, que por sua vez não foi vista no cultivo tradicional e nem nos controles. O que

sugere a detecção de uma substância eliciada. No item C, desta mesma figura, quando

revelada com vanilina sulfúrica e aquecida, surge uma banda, circulada em verde, seu rf =

0,48, provavelmente é a mesma substância vista no comprimento de onda de 254 nm. Ainda
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com a cromatoplaca C, há duas bandas com os mesmos índices de retenção, 0,70, uma da Fr.

C.T e a outra na Fr. C.E. Demonstrando a importância de utilizar o controle do meio sólido,

no item C, também foi possível observar bandas com coloração e rfs iguais, 0,38,

provavelmente essa substância é do meio de cultura fermentativo utilizado.

Figura 8 Cromatografia em Camada Delgada das frações hexânicas, sílica em fase normal, fase móvel:
HEX/ AcOEt (1:1). A- Visualização UV 254 nm; B- Visualização no UV 365 nm; C- Revelação química com
vanilina sulfúrica. 1- Fração hexânica cultivo tradicional; 2- Fração hexânica cultivo eliciado; 3- Fração hexânica
branco; 4- Fração hexânica controle do lisado. * Rf: fator de retenção.

5.3.2.Frações Acetato Etila:

Na figura 9, temos a cromatoplaca das frações acetato de etila, sílica em fase normal,

eluídas em hexano: acetato de etila, proporção de 7: 3 (v/v), onde existem 4 bandas que não

estão presentes nos controles, sendo que dessas, a banda 1 e 3 apresentam a mesma coloração,

apesar de possuírem Rfs diferentes, podendo ser a mesma substância, pois a interação da

banda 3 com a banda 4 pode ter prejudicado sua eluição, por conta de interações

intermoleculares que podem ter ocorrido.
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Figura 9: Cromatoplaca das frações acetato de etila, eluídas em hexano/AcOEt (7: 3) (v/v), revelado com
vanilina sulfúrica e aquecida. 1- Fração acetato de etila do cultivo tradicional; 2- Fração acetato de etila do
cultivo eliciado; 3- Fração acetato de etila do controle do arroz; 4- Fração acetato de etila do controle do lisado.

5.3.3.Frações Butanólicas

Para as frações butanólicas utilizou a fase móvel constituída de Acetato de

etila/metanol/ácido acético na proporção de 8:1:1 (v/v/v) (Figura 11), na qual não observamos

diferenças entre elas.

Figura 10: Cromatoplaca das frações butanólicas.
Fase móvel: Acetato de etila/metanol/ácido acético, 8:1:1. (v/v/v), visualizadas em espectro de UV 254 nm. 1-
Fração butanólica do cultivo tradicional; 2- Fração butanólica do cultivo eliciado; 3- Fração butanólica do
controle do arroz; 4- Fração butanólica do controle do lisado.

5.4.Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada a Detector Arranjo de

Diodos

Para o preparo das amostras, pesou-se cerca de 1 mg de cada extrato etanólico bruto

seco e suas frações, conforme ilustra a tabela 6, então foram ressuspensos em uma solução de
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água ultrapura com acetonitrila, na concentração de 1:1 (v/v). Cada amostra foi filtrada ao

serem transferidas para os vials. A concentração final foi de aproximadamente 3 mg/ mL .

A água acidificada com TFA, foi preparada usando uma proporção de 0,05g TFA em 999,95

mL de água ultrapura, chegando em uma concentração de 0,05% (p/v) de TFA em água, o pH

foi analisado usando a tira de pH, onde obteve o resultado de aproximadamente 3,0.

As análises foram realizadas em fase reversa, sendo empregada a coluna Phenomenex

C18 endcapped. Inicialmente foram injetadas 20 µL da amostra. O gradiente de concentração

da fase móvel foi baseado em estudos anteriores realizados pela nossa equipe, para separação

das frações obtidas do extrato bruto de outra linhagem de fungo endofítico, também isolado

da planta Tocoyena Bullata. Conforme Figura 11, podemos ver que a quantidade de amostra

foi insuficiente, então testou-se a injeção de 50 µL, a qual demonstrou melhores resultados e

foi utilizada como volume para todas as análises seguintes.

Figura 11: Cromatograma da Fração 2-B-TB3, injeção de 20µL, 225 nm.
2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional.

5.4.1.1.Frações Acetato de Etila

Ao total foram detectados 15 picos nas frações em acetato de etila, em 254 nm.

Inicialmente discutiremos os picos detectados nas frações acetato de etila dos controles para

posterior apresentação dos picos das frações AcOEt dos cultivos do fungo TB3. Os picos

foram numerados de forma crescente, de acordo com o seu tempo de retenção, ou seja, o

primeiro pico 1 é o com menor tempo de retenção, o primeiro a ser detectado, e assim

sucessivamente.

A fração em acetato de etila do controle do meio fermentativo apresentou 6 picos, em

254 nm, conforme ilustra a figura 12, sendo o pico 2 de maior concentração, 63,735 %.
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Figura 12: Cromatograma da Fração 3-B-B*em 254 nm.
3-B-B* - Fração acetato de etila do controle do meio fermentativo. Tr: Tempo de retenção.
Picos: 2- Tr: 2.882 min. e área=63,735 % ; 4- Tr: 7.218 min. e área= 12,452% ; 5- Tr: 9.060 min. e área=12,013
% ; 6- Tr: 11.133 min. e área= 4,427 % 7- Tr: 12.987 min. e área= 7,374 %. *.

Conforme ilustra a figura 13, foram detectados 9 picos na fração acetato de etila do

controle com o lisado, sendo que seu pico majoritário também foi o 2, assim como foi visto na

fração 3-B-B, sugerindo assim uma substância majoritária proveniente do meio de cultivo.

Além desse pico, os picos 4,5,6 e 7 também foram em comum com a fração 3-B-B.
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Figura 13: Cromatograma da fração 4-B-M*em 254nm.
4-B-M - Fração acetato de etila do controle do lisado. Tr: Tempo de retenção.
Picos: 2- Tr= 2.913 min. área=44,339 % ; 4- Tr= 7.794 min. área= 9,563 % ; 5- Tr: 8.984 min. área=10,211 % ;
6- Tr:11.301 min. área=6,177 % ; 7- Tr: 12.415 min área=4,567 % ; 8- Tr:12.985 min área=9,119 %; 9-
Tr:13.924 min área=5,411 % ; 10- Tr: 14.847 min área=5,838 %; 11- Tr: 15.726 min área=2,208 % e 12- Tr:
18.219 min. área=2,208  %.

Através da análise da fração em acetato de etila do cultivo do fungo TB3, em

condições tradicionais, obteve-se 5 picos, conforme ilustra a figura 14.

Figura 14: Cromatograma da fração 1-B-TB3, em 254nm.
1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional. Tr: Tempo de retenção.
2- Tr: 2.950 min. e área= 22,139 % ; 3- Tr: 3.429min e área= 25,552 %; 13- Tr: 36.752 min e área= 3,224 % ;
14- Tr: 36.992 min. e área=2,118 % e 15- Tr: 38.555 min. e área= 46,967 %.
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Através da análise da fração acetato de etila do cultivo eliciado foi possível detectar o

pico 1, Tr= 2.613 min e área= 7,608%, o qual não é o pico majoritário dessa fração, sendo o

majoritário o pico 3, com 44,580 %, mas uma vez que o mesmo não esteve presente na fração

1-B-TB3, e nem nos controles, sugere-se que é uma possível substância eliciada, ademais

foram detectados 4 picos, em 254 nm, figura 15.

Figura 15: Cromatograma da Fração 2-B-TB3, em 254nm.
2-B-TB3 - Fração Acetato de etila do cultivo eliciado. Tr: Tempo de retenção.
1- Tr =2.613 min e área= 7,608% 2- Tr= 2.865 min e área = 43,279 %; 3- Tr= 3.380 min e área = 44,580 %
13- Tr= 36.674 min e área = 4,533 %.

Os cromatogramas sobrepostos no comprimento de onda de 225, 254 e 265nm, assim

como os espectros de UV referentes aos picos majoritários de cada fração em acetato de etila

estão ilustrados no Anexo I. A tabela 9 ilustra o tempo de retenção (min) e os picos

majoritários das frações em acetato de etila, obtidos através de CLAE-DAD, condições

descritas no item 4.2.6.2 A tabela 9 ilustra o pico majoritário de cada fração analisada e seus

respectivos comprimentos de ondas:
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Tabela 9: Picos majoritários das frações acetato de etila, cromatograma sobreposto em 225, 254 e 365nm.

Fração Tr Área Comprimento de onda :

3-B-B 3,412 min. 44,723 % 225 nm

3-B-B 12,999 min. 25,608% 225 nm

4-B-M 2,913 min. 44,339% 254 nm

4-B-M 8,984 min. 10,211% 254 nm

1-B-TB3 3,429 min. 25,552 % 254 nm

1-B-TB3 38,555 min. 46,967% 254 nm

2-B-TB3 2,721 min. 23,168 % 225 nm

2-B-TB3 3,378 min. 63,870% 225 nm

Tr= tempo de retenção. 1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional; 2-B-TB3 - Fração acetato

de etila do cultivo eliciado; 3-B-B- Fração acetato de etila do controle do meio; 4-B-M- Fração acetato de etila

do controle do lisado de Mycobacterium bovis. Tr: Tempo de retenção;

Através da técnica, foi possível separar substâncias com baixa e alta polaridade, sendo

as de baixa polaridade, aquelas que foram detectadas no final da análise, enquanto que as

substâncias de alta polaridade foram detectadas no início.

A tabela 10 descreve todos os picos detectados no comprimento de onda de 254 nm, o

qual não difere muito dos encontrados em 225 nm e 365 nm (Anexo I). E resume tudo o que

foi discutido anteriormente, onde o Pico 1, sugere a presença de uma substância eliciada. O

pico 2, foi detectado em todas as frações analisadas, dessa forma subentende-se que é uma

substância proveniente do arroz. O pico 3 está presente tanto no cultivo em condições

normais, quanto no cultivo em condições eliciadas, dessa forma poderíamos citar que a

mesma foi produzida pelo fungo, entretanto se observarmos nas figuras 14 e 15, no tempo de

retenção em que foi detectado o pico 3, existe o pico, marcado com * em ambos os

cromatogramas. Ademais, os picos 4-12 foram detectados somente nos controles,

provavelmente não foram detectados nos cultivos, pois o microrganismo deve ter consumido

esses nutrientes, e sua concentração tornou-se baixa, não sendo suficiente para detecção pelo

equipamento. Por outro lado, os picos 13-15, sendo o 13 detectado em ambos os cultivos e os

14-15, somente no cultivo tradicional, sugerem substâncias produzidas pelo fungo.
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Tabela 10 : Tempo de retenção das substâncias detectadas no comprimento de 254nm

Picos 1-B-TB3 2-B-TB3 3-B-B 4-B-M

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

1 2.613 7.608

2 2.950 22,139 2.865 43,279 2.882 63,735 2.913 44,339

3 3.429 25.552 3.380 44.580

4 7.218 12.452 7.794 9.563

5 9.060 12.013 8.984 10.211

6 11.133 4.427 11.301 6.177

7 12.987 7.374 12.415 4.567

8 12.985 9,119

9 13.924 5.411

10 14.847 5.838

11 15.726 2.208

12 18.219 2.208

13 36.752 3.224 36.674 4.533

14 36.992 2.118

15 38.555 46.967
1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional; 2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo eliciado;
3-B-B- Fração acetato de etila do controle do meio; 4-B-M- Fração acetato de etila do controle do lisado de
Mycobacterium bovis. Tr: Tempo de retenção.

5.4.2.Frações Butanólicas

As frações BuOH também foram analisadas em 225, 254 e 365 nm. Os respectivos

cromatogramas sobrepostos podem ser visualizados no Anexo I. A discussão será baseada no

perfil obtido em 254 nm, o qual obteve o melhor perfil de separação.

Ao total foram detectados 11 picos, sendo destes: 3 foram detectados em todos as

frações analisadas, 8 foram detectados no cultivo em condições tradicionais do fungo

endofítico TB3, como discutiremos a seguir:
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Na fração BuOH do controle do meio foram observados dois picos, o qual está sendo

ilustrado na Figura 16. O pico majoritário foi o 1, de Tempo de retenção = 2.882 min. e Área=

88,862% ,na mesma figura também é possível visualizar seu respectivo espectro. Assim como

com as frações acetato de etila, os picos serão numerados de acordo com a ordem de detecção.

Figura 16: Cromatograma da Fração 3-C-B, em 254 nm.
3-C-B- Fração butanólica do controle do meio fermentativo.
1- Tr=2.882 min. e Área= 88,862 % ; 2- Tr= 3,552 min. e Área= 11,138 % .

Assim como visto para a fração 3-C-B, a fração 4-C-M também obteve os mesmos 2

picos, em 254 nm , conforme podemos ver na figura 16 e 17, além da grande semelhança

entre o cromatograma das duas frações, também é importante observar os espectros do pico

majoritário, o que também corrobora com a sugestão de que é uma substância do próprio meio

fermentativo. A concentração do pico majoritário, 1, para essa fração, foi de 63,246 % .
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Figura 17: Cromatograma da Fração 4-C-M, em 254 nm.
4-C-M- Fração butanólica do controle do lisado de M.bovis.
1- Tr=2.880 min. e Área= 63,246 % ; 2- Tr= 3.479 min. e Área= 36.754 %.

Na fração 1-C-TB3 foram detectados 10 picos, entretanto como ilustra a figura 18, os

picos entre 3-10 foram em baixíssimas concentrações, com exceção do pico 6, qual obteve

área de 9,464 % nesse comprimento de onda. O pico majoritário dessa fração foi o pico 1, tr=

2,869 min, com área de 51,858%, segue o mesmo perfil de substância majoritária que os

controles.
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Figura 18: Cromatograma da fração 1-C-TB3, em 254 nm.
1-C- TB3 - Fração butanólica do cultivo tradicional.
Picos: 1- Tr= 2.869 min. e área = 51,858 % 2- Tr= 3.430 min. e área =32,546 % 3- Tr= 35.776 min. e área=
0,329 %; 4- Tr=36.697 min. e área= 1,269 %; 5- Tr= 0,233 min. 36.997e área= ;6- Tr= 37.641 min. e área =
9,464 % 7- Tr= 37.868 min. e área=0,974% ; 8- Tr= 38.037 min. e área= 0,936%; 9- Tr= 38.292 min. e área=
1,749% e 10 -Tr= 38.571 min. e área=  0,641 % .

A fração 2-C-TB3 apresentou 3 picos, em 254 nm, sendo que o majoritário foi o de tr=

2.857 min; e área de 55,03%, novamente se repete o pico majoritário entre as frações

butanólicas, porém o espectro observado para essa fração é diferente do que o visto para a

fração 3-C-B e 4-C-M, provavelmente por conta do pico 3, que é detectado logo em seguida,

fig. 19.

Figura 19: Cromatograma da Fração 2-C-TB3, em 254 nm.
2-C-TB3 - Fração butanólica do cultivo eliciado.
Picos: 1- Tr=   2.624min, área= 2,939 %; 2-  2.857 min e área= 55,036 % ; 3-  3.395 min e área = 42,025 %

A tabela 11 descreve os principais picos detectados em 225 e 254 nm, das frações

butanólicas, como podemos ver não existem muitas diferenças entre eles. E todos sugerem
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substâncias provenientes do meio fermentativo de arroz, uma vez que foram detectadas em

todas as frações BuOH.

Tabela 11 - Picos majoritários detectados em 225 e 254 nm das frações butanólicas.

1-C-TB3 2-C-TB3 3-C-B 4-C-M

Picos Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

225 nm

1 2.863 19 2.853 18.866 2.878 54.258 2.883 63

2 3.263 10.722 3.395 81 3.324 8.527 3.479 37

354 nm

3 2.869 52 2.857 55 2.882 89 2.883 87.493

4 3.430 33 3.395 42.025 3.552 11.138 3.478 12.507
1-C-TB3 - Fração butanólica do cultivo tradicional; 2-C-TB3- Fração butanólica do cultivo eliciado; 3-C-B-
Fração butanólica do controle do meio fermentativo; 4-C-M- Fração butanólica do controle do lisado de
Mycobacterium bovis. Tr: Tempo de retenção.

5.4.3.Frações aquosas:

Assim como para as frações butanólicas, os controles obtiveram os mesmos picos,

desta vez, para as frações aquosas. Onde o Pico 1 - Tr= 2.903 min e área de 73,480 % para a

fração 3-D-B e Tr= 2,875 min e área de 60,988 % na fração 4-D-M, e Pico 2 Tr= 3.520 min e

área de 25.709 % para a fração 3-D-B e Tr= 3.381 min e área de 39.012 % na fração 4-D-M.

Entretanto, o controle do meio, figura 20, obteve o pico 5, em 36.702min e área de 0,811%,

que não foi detectada na fração 4-D-M, figura 21.
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Figura 20: Cromatograma da Fração 3-D-B, em 254nm.
3-D-B - Fração aquosa do controle do meio fermentativo. Tr= Tempo de retenção.
Picos: 1- 2.903 min. (Área: 73,48% ) 2- 3.52 min.  (Área= 27,709%) 5- 36.702 min.  (Área= 0,811 %).

Figura 21: Cromatograma da fração 4-D-M.
4-D-M- Fração aquosa do controle do lisado. Tr= Tempo de retenção.
Picos: 1- 2.875 min (área = 60,988 %) ; 2- 3.381 min (área= 39,012%).
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A fração aquosa do cultivo tradicional demonstrou 7 picos, em 254 nm. Sendo seu

pico majoritário o de tempo de retenção= 2.867 min e área de 45,899%, a figura 22 ilustra os

demais picos dessa fração.

Figura 22: Cromatograma da Fração 1-D-TB3.
1-D-TB3 - Fração aquosa do cultivo tradicional. Tr= Tempo de retenção.
Picos: 1- 2.663 min (Área = 18,242%) 2- 2.867 min (área= 45,899% ) 3-3.144 (Área = 8,317%) 4- 3.484 min.
(área= 24,292 %) 5- 36.690 min. (área = 2,662 %) 6- 37.864 min (área = 0,347%) 7- 38.528 min (área
=0,240%).

Já a fração aquosa do cultivo eliciado obteve 4 picos, em 254 nm, o pico 1 e 2 esteve

presente em todas frações aquosas analisadas, sendo o segundo o pico majoritário prevalente,

nessa fração não foi diferente, sua concentração foi de 37,954%, conforme ilustra figura 23.
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Figura 23: Cromatograma da fração 2-D-TB3.
2-D-TB3- Fração aquosa do cultivo eliciado. Tr= Tempo de retenção.
Picos: 1- Tr= 2.626 min. (área= %); 2- Tr= 2.864min (área = %); 3- Tr= 3.397 min. (área= %) e 5 - Tr= 37.634
min.

A tabela 12 traz os picos majoritários das frações aquosas em 254 e 225 nm, nela é

possível observar uma similaridade entre os tempos de retenção dos picos detectados, sendo

que dos 9 picos com maiores áreas, para cada fração, 4 foram detectados tanto nos cultivos do

fungo TB3 e nos controles, 4 foram detectadas na fração 1-D-TB3 e 2-D-TB3 e 1 pico

detectado apenas na Fr. 1-D-TB3. Dessa forma, essa análise demonstrou apenas a diferença

do perfil químico do meio fermentativo de arroz, com o perfil químico do fungo, não sendo

relatada alteração metabólica nas frações aquosas.. Ademais, os cromatogramas sobrepostos

estão no Anexo  I.

Tabela 12: Principais picos detectados em 225 e 254 nm das frações aquosas.

1-D-TB3 2-D-TB3 3-D-B 4-D-M

Picos Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

Tr
(min)

Área
(%)

225 nm

1 2,761 38,871 2,709 31,718 2,891 50,218 2,856 51,306

2 3,176 15,436

3 3,48 31,189 3,395 55,432 3,488 49,782 3,382 48,694
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4 37,616 1,279 37,635 9,236

5 37,859 3,061 37,877 3,614

254 nm

1 2,663 18,242 2,626 14,664 2,903 73,480 2,875 71,179

2 2,867 45,899 2,864 37,954 3,520 25,709 3,381 28,821

3 3,144 8,317 3,397 36,298

4 37,864 0,347 37,634 11,084
1-D-TB3 - Fração aquosa do cultivo tradicional; 2-D-TB/3- Fração aquosa do cultivo eliciado; 3-D-B- Fração
aquosa do controle do meio fermentativo; 4-D-M- Fração aquosa do controle do lisado de Mycobacterium bovis.
Tr: Tempo de retenção.

Através da técnica de CLAE-DAD, foi possível distinguir as substâncias que foram

produzidas pelo fungo endofítico TB3, daquelas que eram provenientes do meio de cultivo,

ademais, em relação a confirmação da otimização e indução da produção de metabólitos

secundários, se faz necessário a aplicação de técnicas mais eficientes, como Cromatografia

líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas.

5.5.Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

Os resultados descritos a seguir basearam-se no maior índice de similaridade, e os

picos descritos como não identificados referem-se aos compostos que não estão presentes no

banco de dados do equipamento. Para melhor compreensão, foram divididos as análises em:

frações hexânicas e frações acetato de etila.

5.5.1.Frações Hexânicas

Ao total, foram identificados 12 compostos nas frações hexânicas, os quais foram

divididos em 4 grupos: Alcanos lineares, ácidos graxos, silil ésteres e ésteres graxos. A fração

1-A-TB3, obteve 4 picos identificados, e um pico não identificado. A fração 2-A-TB3 obteve

10 picos, destes somente 8 foram identificados. A fração 3-A-B obteve 3 picos, todos

identificados e, por fim, a fração 4-A-M obteve 3 picos identificados e 1 pico não

identificado, como podemos ver nos cromatogramas ilustrados nos Anexo II. A tabela 13

descreve os compostos majoritários de cada fração analisada, dessa forma temos que, os

hidrocarbonetos lineares, em geral, representam o pico majoritário presente no cultivo

tradicional, uma vez que todos obtiveram IS = 96, em cada pico detectado, com exceção do

pico 5, qual o composto Heneicosano obteve IS= 97. O pico majoritário do cultivo eliciado,

por sua vez, foi o Trimetilsilil palmitato, em uma concentração de 71,83% . Em relação aos

controles, o controle do meio fermentativo (3-A-B), teve como composto majoritário o ácido
71



graxo, ácido esteárico, sua concentração foi de 41,17%, enquanto que o controle do lisado

(4-A-M) teve o ácido palmítico, concentração de 52,03% .

Tabela 13: Compostos Identificados nas frações HEX e concentração:
Frações Hexânicas

Constituintes Fórmula Concentração (%)

1-A-TB3 2-A-TB3 3-A-B 4-A-M

Ácidos Graxos

ácido palmítico C16H32O2 8,0 % 2,41 % 35,78  % 52,03 %

Ácido mirístico C17 H36 O2
- 0,83 % - -

Ácido esteárico C21 H40 O2
- 6,66 % 41,17 % 32,66%

Hidrocarbonetos
lineares

Heneicosano C21H44 29,95% - - -

Nonacosano C29 H60 20,34% - - -

Tetratetracontano C44 H90 11,63% - - -

Hexacosano C26 H54 24,87% - - -

Silil Éster

ácido
trans-9-octadecenoico C21H42O2Si - 3,98  % 23,05 % 15,21%

Trimetilsilil
pentadecanoato C17H36O2Si - 2,85% - -

Trimethylsilyl palmitate C19H40O2Si - 71,83 % - -

Ésteres graxos

linoleato de etila C20 H36 O2 - 0,98% - -

oleato de etila - - 5,18% - -
1-A-TB3 - Fração hexânica do cultivo tradicional; 2-A-TB3- Fração hexânica do cultivo eliciado; 3-A-B-
Fração hexânica do controle do meio fermentativo; 4-A-M- Fração hexânica do controle do lisado de
Mycobacterium bovis.

5.5.2.Frações Acetato de Etila

Ao total, foram identificadas apenas 3 compostos nas frações acetato de etila, sendo

que destas, 1 foi identificada nas frações hexânicas. Dessa forma temos: A fração 1-B-TB3
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apresentou 2 picos, todos identificados. A fração 2-B-TB3 também apresentou 2 picos,ambos

foram identificados. A fração 3-B-B apresentou 2 picos, mas somente um foi identificado e

por fim, a fração 4-B-M, apresentou 2 picos identificados. A tabela 14, nos mostra a

concentração de cada composto identificado.

Tabela 14: Compostos Identificados nas frações AcOEt e concentração
Frações Acetato de Etila

Constituintes Fórmula Concentração :

1-B-TB3 2-B-TB3 3-B-B 4-B-M

Ácidos Graxos

ácido hexadecanoico C19H40O2 31,61% - - 52,03 %

Di (2 - etilhexil) ftalato C24 H38 O4 68,39% 91,81% 93,72 % 76,92%

Organossulfurados

Dimetil sulfona C2H6O2S - 8,19 % - -
1-B-TB3 - Fração Acetato de etila do cultivo tradicional; 2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo eliciado;
3-B-B - Fração acetato de etila do controle do meio fermentativo; 4-B-M - Fração acetato de etila do controle do
lisado de Mycobacterium bovis.

Tabela 15:  Todos os compostos identificados e tempo de retenção (min).
1-A-TB3 2-A-TB3 3-A-B 4-A-M 1-B-TB3 2-B-TB3 3-B-B 4-B-M

ácido hexadecanoico 44.615 42.899 44.520 44.587 44.576 - - 44.575

di (2 - etilhexil) ftalato - - - - 58.699 58.692 58.700 58.685

Dimetil Sulfona - - - - - 4.305 - -

Ácido mirístico - 38.184 - - - - - -

9-12 Ácido
octadecadienóico - 49.512 49.526 49.520 - - - -

Heneicosano 62.247 - - - - - - -

Nonacosano 64.927 - - - - - - -

Tetratetracontano 59.802 - - - - - - -

Hexacosano 68.204 44.574 - - - - - -

ácido
trans-9-octadecenoico - 49.647 49.675 49.661 - - - -

Trimetilsilil palmitato - 44.574 - - - - - -

Trimetilsilil
pentadecanoato - 41.436 - - - - - -
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linoleato de etila - 48.011 - - - - - -

oleato de etila 48.176
1-A-TB3 - Fração Hexânica (HEX) do cultivo tradicional; 2-A-TB3 - Fr. HEX do cultivo eliciado 3-A-B - Fr.
HEX do controle do meio fermentativo; 4-A-M- Fr. Hex do controle do lisado de Mycobacterium bovis;
1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional; 2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo eliciado;
3-B-B - Fração acetato de etila do controle do meio fermentativo; 4-B-M - Fração acetato de etila do controle do
lisado de Mycobacterium bovis.

5.6.Substâncias encontradas:

5.6.1.Ácidos Graxos

Já foram relatados mais de 300 compostos voláteis isolados de fungos endofíticos, eles

podem ser originados da via biossintética dos metabólitos primários ou secundários, mas

também da oxidação metabólica da glicose. As principais classes químicas são:

hidrocarbonetos simples, terpenos, aldeídos, cetonas, ésteres (MORAES et al. 2020).

A produção de ácidos graxos está relacionada a um mecanismo de defesa de

microrganismos. Anisha e Radhakrishnan (2017) isolaram várias espécies de fungos

endofíticos, dentre elas seis produziram os seguintes ácidos graxos: o ácido linoléico, ácido

oléico, ácido mirístico, ácido n-hexadecanoico, éster metílico de ácido palmítico e linoleato de

metila (ANISHA; RADHAKRISHNAN; 2017 apud TANVIR, et al. 2018), cuja respectivas

estruturas estão ilustradas na figura 24.

Através das análises por CG-EM, foi possível identificar 3 compostos diferentes da

classe dos ácidos graxos, sendo que dois representaram os picos majoritários de duas frações

analisadas. Dessa forma, temos que: Ácido hexadecânico, qual tem sido relatado quanto sua

atividade antimicobacteriana, foi o composto majoritário da fração 4-A-M, e sua concentração

obtida foi de 52,03 %. Por outro lado, o composto identificado como ácido 9-12 Ácido

octadecadienóico, foi o majoritário da fração 3-A-B, 41,17 %, e também tem sua atividade

biológica descrita, como: atividade anti-inflamatória, hepatoprotetora, anti acne,

anti-histamínica, entre outras (KANJANA, et al., 2019).

1 Ácido oleico 2 Ácido linoleico

3 Ácido mirístico 4 Metil palmitato
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5 Linoleato de metila 6 Ácido palmítico

Figura 24: Estruturas de ácidos graxos produzidos por fungos endofíticos.
Estrutura by ChemDraw®

5.6.2.Hidrocarbonetos lineares

Os fungos endofíticos possuem a capacidade de produzir misturas de substâncias à

base de carbono, as quais são conhecidas como compostos orgânicos voláteis (COVs), alguns

estudos têm destacado dos COVs como agente antimicrobiano. O heneicosano é um exemplo

de COV e foi identificado na fração 1-A-TB3, sendo este o composto majoritário com

concentração de 29,95%, e IS de 97%, o qual já foi descrito quanto à sua atividade

antimicrobiana. Esses compostos estão sendo estudados quanto a sua capacidade pesticida,

uma solução para agricultura sustentável (HARADA et al, 2002; KADDES et al., 2019).

Um estudo isolou o composto heneicosano e realizou teste contra várias cepas de

bactérias e fungos patogênicos, e demonstraram que esse hidrocarboneto possui excelente

atividade antimicrobiana contra Streptococcus pneumoniae e Aspergillus fumigatus, na

concentração de 10 μg / mL (VANITHA et al., 2020).

Por outro lado, na fração HEX do cultivo eliciado não foram identificados

hidrocarbonetos, o que sugere que o eliciador biológico utilizado pode ter inibido a produção

dessa classe de compostos químicos pelo fungo ou, a concentração da amostra era muito baixa

e, portanto, não foi suficiente para detectação pelo equipamento, vale frisar aqui que através

da partição líquido-líquido foi obtido apenas 0,003g de fração HEX do cultivo eliciado, e

mesmo realizando a pesagem da amostra por diluição, é difícil garantir que ao final foi

alcançado a concentração de 1 mg/ mL desejada.

5.6.3.Ésteres de silil

A identificação de ésteres silil sugere uma reação das amostras com a fase

estacionária, ou pela presença de algum contaminante. A presença de grupamentos silanóis

livres na superfície da fase estacionária são os responsáveis pela interação do analito com a

fase estacionária (BORGES, 2015).
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O Trimetilsilil éster de ácido palmítico (Figura 25) composto identificado na Fr.

2-A-TB3, sendo o de maior concentração, 71,83 %, sua fórmula química é C19H40O2Si, é

formado por um grupamento trimetilsilil C3H9Si, qual provavelmente provêm de um efeito

reativo da amostra com a fase estacionária, ligado ao Ácido palmítico (C16H32O2), qual já foi

descrito como sendo um agente antibacteriano (HARADA et al, 2002; PUBCHEM;

KANJANA, et al., 2019).

Figura 25: Estrutura do Trimetilsilil éster de ácido palmítico
Estrutura by ChemDraw®

Através das técnicas de CG-EM, foram identificados 8 compostos produzidos pelo

fungo endofítico TB3, desses 4 foram identificados apenas no cultivo tradicional, sendo os

compostos químicos da classe dos hidrocarbonetos lineares, tendo como composto majoritário

o heneicosano, que possui atividade antimicrobiana descrita. Os outros 4 compostos foram

identificados no cultivo eliciado, o composto de concentração majoritária identificado foi o

ácido palmítico, o qual já foi relatado quanto sua atividade antimicrobiana (MONA, 2018;

KANJANA, et al. 2020).

A tabela 16 relaciona as substâncias que estão sendo sugeridas como eliciadas com

suas propriedades já descritas na literatura, quando produzidas por fungos.

Tabela 16: Substâncias (S) eliciadas produzidas pelo fungo TB3 suas propriedades.

S. Eliciada: Fungo: Propriedade
relatada:

Referência:

Ácido palmítico Aspergillus fumigatus antimicobacteriana (YAHAYA et al. 2017)

A. arcoverdensis anti-inflamatório (SKANDA et al.2021)

Penicillium
janthinellum

antioxidante e
antifúngico.

(KANJANA et al 2019)

Ácido mirístico P. janthinellum Antioxidante (KANJANA et al 2019)

Linoleato de etila A. arcoverdensis Anti-inflamatório (SKANDA et al. 2021)
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5.6.4.Organossulfurados

Os fungos são capazes de produzir um ampla variedade de moléculas com estruturas

complexas e atividade farmacológica. Além da produção de todos os compostos aqui citados,

também produzem os organossulfurados. Esses são compostos orgânicos, ou seja, possuem

uma cadeia carbônica e, pelo menos um carbono está ligado a um enxofre. De acordo com

suas características químicas, ainda podem ser divididos em peptídeos, dissulfetos,

policetídeos, híbridos e terpenoideis (FAN et al., 2022).

Não foram encontrados relatos da produção de dimetil sulfona (DMSO2) por fungos,

composto identificado através do CG-EM da Fração 2-A-TB3. Provavelmente, trata-se de um

contaminante, uma vez que é um bom solvente, por conta de suas características físicas

(CLARK et al., 2008).

5.6.5

Através das técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD), foi sugerida a

presença de duas substâncias eliciadas na fração hexânica e duas substâncias nas frações

acetato de etila, à respeito das frações hexânicas, os resultados estão de acordo com os

resultados obtidos por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, a qual

foram identificadas 4 substâncias eliciadas, sendo o ácido palmítico o composto majoritária na

Fr. HEX do cultivo eliciado. Assim como nas CCDs, o perfil químico das frações aquosas e

butanólicas, analisadas através de CLAE-DAD, demonstraram as substâncias produzidas pelo

fungo endofítico, as diferenciando daquelas provenientes do meio fermentativo de arroz. E,

por fim, por meio de CCD, como já citado, foi possível sugerir a presença de duas substâncias

eliciadas, nas frações AcOEt, e foi possível sugerir uma substâncias através da CLAE-DAD,

sendo necessário a aplicação de técnicas mais sensíveis e eficientes, como Cromatografia

Líquida acoplada à Espectrometria de Massas. Diante disso, vemos que as técnicas analíticas

foram satisfatórias e os resultados obtidos foram homogêneos.

6.CONCLUSÃO

Podemos concluir que o lisado de Mycobacterium bovis conseguiu eliciar o fungo

endofítico TB3, uma vez que através das técnicas analíticas aplicadas notou-se modificações

metabólicas entre o cultivo tradicional e o cultivo eliciado.
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Das substâncias eliciadas, por cromatografia em camada delgada foi possível sugerir a

presença de 4 substâncias eliciadas, 2 na fração HEX e 2 na fração AcOEt. Através da

CLAE-DAD, só foi possível detectar uma substância e, através do CG-EM, foram

identificados 4 compostos induzidos, na fração HEX, sendo o ácido palmítico, o composto de

concentração majoritária.

A perspectiva futura deste trabalho será dar continuidade através da análise das

substâncias isoladas, onde serão realizados testes quanto sua atividade biológica e, elucidação

estrutural das substâncias que obtiverem os resultados mais promissores.
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8. ANEXO I

8.1. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD

8.1.1. Frações Acetato de etila

Figura 26: Cromatogramas sobrepostos da Fração 3-B-B - 225 nm, 254 nm e 365 nm
3-B-B - Fração acetato de etila do controle do meio fermentativo.
Picos majoritários: (A - 225 nm) Tr= 3,412 min (Área= 44,723 %); (B- 225 nm) Tr:12,999 min
(Área=25,608%). Tr - Tempo de retenção.
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Figura 27: Cromatogramas sobrepostos da Fração 4-B-M - 225 nm, 254 nm e 365 nm
4-B-M - Fração Acetato de etila do controle do lisado de Mycobacterium bovis.
Picos majoritários: (A - 254 nm) Tr= 2,913  min  (Área= 44,339%); (B- 254 nm) Tr:8,984 min  (Área=10,211%).
Tr - Tempo de retenção.

Figura 28: Cromatogramas sobrepostos da Fração 1-B-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional
Picos majoritários: (A- 254 nm) Tr= 3,429 min (Área= 25,552 %); (B- 254 nm) Tr: 38,555 min (Área=
46,967%). Tr - Tempo de retenção.
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Figura 29: Cromatogramas sobrepostos da Fração AcOEt 2-B-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo eliciado.
Picos majoritários: (A- 225 nm) Tr= 2,721 min (Área= 23,168 %); (B- 225 nm) Tr: 3,378 min (Área=
63,870%).

8.1.2. Frações Butanólicas

Figura 30: Cromatogramas sobrepostos da Fração  3-C-B - 225 nm, 254 nm e 365 nm
3-C-B - Frações butanólicas do controle do meio fermentativo. Tr - Tempo de retenção.
Picos majoritários: (A - 254 nm) Tr= 2,882  min  (Área= 88,862%); (B- 225 nm) Tr: 3,506min  (Área=36,212%).
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Figura 31: Cromatogramas sobrepostos da Fração 4-C-M - 225 nm, 254 nm e 365 nm.
4-C-M - Fração butanólica do controle do lisado de Mycobacterium bovis. Tr - Tempo de retenção.
Picos majoritários: (A- 225 nm) Tr= 2,880 min  (Área= 63,246%); (B- 225 nm) Tr:3,479min  (Área=36,754%).

Figura 32: Cromatogramas sobrepostos da Fração 1-C-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
1-C-TB3 -  Fração butanólica do cultivo tradicional.
Picos majoritários: (A- 225 nm) Tr= 3,429 min  (Área=40,322%); (B-225 nm) Tr:2,863min  (Área=51,858%).
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Figura 33: Cromatogramas sobrepostos da Fração  2-C-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
2-C-TB3 - Fração butanólica do cultivo eliciado. Tr - Tempo de retenção.
Pico majoritário: (A- 225 nm) Tr=3,394  min  (Área=81,134%).

8.1.3. Frações Aquosas

Figura 34: Cromatogramas sobrepostos da Fração 3-D-B - 225 nm, 254 nm e 365 nm
3-D-B - Fração aquosa do controle do meio fermentativo. Tr - Tempo de retenção.
Picos majoritários: (A- 225 nm) Tr= 2,891 min  (Área=50,218%); (B- 225 nm) Tr:3,488min  (Área=49,782%).
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Figura 35: Cromatogramas sobrepostos da Fração 4-D-M - 225 nm, 254 nm e 365 nm
4-D-M - Fração aquosa do controle do lisado de Mycobacterium bovis. Tr - Tempo de retenção.
Picos majoritários: (A) Tr= 2,875 min (Área=71,179%); (B) 225 nm) Tr:3,382min (Área=48,694%). 254 nm)
Tr:3,381min  (Área=28,821%).

Figura 36: Cromatogramas sobrepostos da Fração 1-D-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
1-D-TB3 -  Fração aquosa do cultivo tradicional. Tr - Tempo de retenção.
Picos majoritários: (A - 225 nm) Tr= 3,480 min  (Área=31,189%).
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Figura 37: Cromatogramas sobrepostos da Fração 2-D-TB3 - 225 nm, 254 nm e 365 nm
2-D-TB3 Fração aquosa do cultivo eliciado. Tr - Tempo de retenção.
Pico majoritário: (A) 225 nm) Tr= 3,395 min  (Área=55,432%). 354 nm) Tr= 3,397 (Área = 36,298%) .

9. ANEXO II

9.1. Cromatogramas obtidos por CG-EM.

9.1.1. Frações Hexâncias

Figura 38: Cromatograma da Fração 4-A-M.
4-A-M- Fração Hexânica do controle do lisado de Mycobacterium bovis.
Picos: (1) Ácido hexadecanóico (Área= 52,03 %); (2) 9-12 Ácido octadecadienóico (Área= 32,66%); (3) Ácido
trans-9-octadecenoico (Área= 15,21%) e (4) Não identificado (Área=0,10 %). Total de Área Identificada =
99,9%.
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Figura 39: Cromatograma da Fração 3-A-B.
3-A-B- Fração Hexânica do controle do meio fermentativo.
Picos: (1) Ácido hexadecanóico (Área= 35,78 %); (2) 9-12 Ácido octadecadienóico (Área= 41,17 %) e (3) 9-12
Ácido octadecadienóico (Área= 23,05 %). Área total identificada = 100%.

Figura 40: Cromatograma da Fração 1-A-TB3.
1-A-TB3 - Fração hexânica do cultivo tradicional.
Picos: (1) Ácido hexadecanoico (Área=8,0 %); (2) Tetra Tetracontano (Área= 11,63%); (3) Não identificado
(Área= 0,10%); (4)Hexacosano (Área=24,87%); (5)Heneicosano (Área = 29,95%) e (6)Nonacosano (Área=
20,34%). Área total identificada = 99,9 % .
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Figura 41: Cromatograma da Fração 2-A-TB3.
2-A-TB3 - Fração Hexânica do cultivo eliciado.
Picos: (1) Ácido mirístico (Área= 0,83 %); (2) Trimetilsilil pentadecanoato (Área= 2,85%); (3) Ácido
hexadecanoico (Área= 2,41 %); (4) Trimetilsilil palmitato (Área= 71,83 %); (5) Linoleato de etila (Área =
5,18%) e (6) Oleato de etila (Área= 0,98%) (7) Não identificado (Área= 0,69%); (8) 9-12 Ácido
octadecadienóico (Área= 6,66 %); (9) ácido Trans-9-octadecenoico (Área= 3,98 %) e (10) Não identificado
(Área = 4,6%).  Área total identificada = 94,71% .

9.1.2. Frações Acetato de etila

Figura 42: Cromatograma da Fração 3-B-B.
3-B-B- Fração acetato de etila do controle do meio fermentativo
Picos: (1) Não identificado Área= 6,28%) e (2) di (2 - etilhexil) ftalato (Área= 93,72 %). Total de área
identificada = 93,72% .
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Figura 43: Cromatograma da fração 4-B-M.
4-B-M - Fração acetato de etila do controle do lisado de Mycobacterium bovis.
Picos: (1) Ácido hexadecânico (Área= 23,08%) e (2) Di (2 - etilhexil) ftalato(Área= 76,92%). Área total
identificada = 100%.

Figura 44: Cromatograma da Fração 1-B-TB3.
1-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo tradicional.
Picos: (1) Ácido hexadecânico (Área= 31,61%) e (2) di (2 - etilhexil) ftalato (Área= 68,39%). Área total
identificada = 100%.
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Figura 45: Cromatograma da Fração 2-B-TB3.
2-B-TB3 - Fração acetato de etila do cultivo eliciado
Picos: (1) Dimetil sulfona (Área= 8,19 %) e (2) di (2 - etilhexil) ftalato (Área= 91,81%). Área total identificada
= 100%.
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