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Resumo

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles detectados em um momento particular
associados a tecidos da planta hospedeira aparentemente saudavel, sem causar
prejuizos imediatos. S&o responsaveis pelo fornecimento de substancias bioativas. A
pesquisa por metabdlitos produzidos por micro-organismos tem uma histéria mais
recente quando comparada aos produtos de origem vegetal. Visto que a resisténcia
adquirida aos medicamentos existentes é encontrada na maioria dos pacientes, a
busca por novos agentes terapéuticos para os diferentes tipos de cancer e doencas
microbianas é um dos assuntos de grande interesse na atualidade. Desta forma,
visando contribuir para a identificacdo de novas substancias bioativas, o objetivo
deste trabalho foi a avaliagdo de extratos de fungos endofiticos, associados a
espécie vegetal Humiria balsamifera (Aubl.)) A. St. Hill, quanto a atividade
antimicrobiana e efeito citotdxico. As partes aéreas de H. balsamifera foram
coletadas na Restinga de Jurubatiba para o isolamento dos fungos endofiticos. Os
fungos isolados foram submetidos a cultivo em meio solido de arroz para obtencéo
dos extratos etandlicos de arroz (EEA). As andlises do perfil bioldgico desses
extratos foram realizadas em ensaio para atividade citotoxica em cultura de
linhagem de cancer de célon HCT-116, onde o EEA do fungo HB11b apresentou a
maior atividade dentre os extratos testados (concentracdo 50 pg/mL inibiu
aproximadamente 50%). Este extrato foi submetido a processos de purificacdo por
técnicas cromatogréaficas para o isolamento de substancias bioativas. A avaliacdo
das atividades antimicrobianas pelo ensaio de concentragao inibitéria minima — CIM
dos EEAs foi realizada frente a bactérias patogénicas Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Staphylococcus saprophyticus; e Gram-Negativa
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Nenhuma atividade antimicrobiana
significativa foi encontrada na maior concentragao testada de 400 ug/mL.

Palavras chave: Produtos naturais, fungos endofiticos, Humiria balsamifera,
citotoxidez, atividade antimicrobiana, resisténcia.



1. Introducéao

1.1. Cancer

7

A palavra cancer é oriunda do grego karkinos significando caranguejo, e foi
utilizada pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina. Segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), cancer é o conjunto de mais de 100 doencas que se
caracterizam pelo crescimento e disseminagéo desordenada de formas andémalas de
células do proprio corpo, que invadem tecidos e 6rgaos, podendo sofrer metastase
para outras regides (BRASIL, 2011). E uma doenca que se inicia por condicdes
multifatoriais, onde os fatores causais podem estar agindo em conjunto ou em
sequéncia para iniciar ou promover a doenga (carcinogénese) (BRASIL, 2013).

O crescimento das células cancerosas se diferencia do crescimento das células
normais, pois ao invés de sofrerem apoptose, estas permanecem crescendo de
maneira rapida e incontrolavel, levando ao acarretamento de transtornos funcionais.
O céancer, uma neoplasia maligna ou tumor maligno, € um destes transtornos.

As estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia Internacional
para Pesquisa de Cancer (IARC — International Agency for Research on Cancer), da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), apontam que surgiram 14,1 milhdes de
casos novos de cancer e aproximadamente 8,2 milhdes de mortes pela doenga, no
mundo inteiro, no ano de 2012. Acredita-se que estes numeros continuardo
aumentando nos paises em desenvolvimento e muito mais em paises desenvolvidos
se medidas preventivas néo forem aplicadas. (BRASIL, 2013).

O aumento do numero de novos casos de cancer no Brasil vem crescendo nas
tltimas décadas, destacando a importancia da doenca e o seu impacto social e
econdmico. A urbanizacdo e a industrializacdo estdo entre os principais fatores
associados a esse aumento de novos casos da doenca (BITTENCOURT et al.,
2004). Estima-se que para o ano de 2014 ocorram aproximadamente 576 mil casos
novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, mostrando a magnitude
desta doenca no pais. O cancer do tipo ndo melanoma sera o mais incidente na
populacdo brasileira (182 mil novos casos), seguidos pelos tumores de prostata (69
mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmé&o (27 mil), estémago (20
mil) e colo de atero (15 mil) (BRASIL, 2013).



Desconsiderando os casos de cancer de pele ndao melanoma, estimam-se 394
mil novos casos da doencga, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para o sexo
feminino. Na populacdo masculina os tipos mais incidentes serdo os canceres de
préstata, pulmao, colon e reto, estbmago e cavidade oral; e mama, célon e reto, colo
de Gtero, pulméo e glandula de tireoide nas mulheres (BRASIL, 2013).

No tratamento eficaz da doenca tém-se utilizado esquemas terapéuticos
juntamente com a cirurgia, radioterapia e quimioterapia (FRANKS, 1990; GUIDA et
al.,, 2008; REINER et al., 2009). A cirurgia e a radioterapia sao eficazes no
tratamento de tumores sélidos, porém no tratamento de tumores disseminados
atuam apenas como paliativos. Nos casos em que iSso ocorre, a quimioterapia se
torna o tratamento de escolha, entretanto seu efeito toxico sobre os tecidos normais
geralmente limita sua utilizagdo (BAXEVANIS et al., 2009).

Na cirurgia oncolégica curativa ocorre a remocdo do tumor, de sua drenagem
linfatica, dos linfonodos locais e do tecido normal, em quantidade suficiente, com o
intuito de manter uma margem de seguranca adequada (FRANKS, 1990).

A radioterapia consiste em um método capaz de destruir as células tumorais
empregando-se feixes de radiacdes ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiacdo
é aplicada, em um determinado tempo, a um volume de tecido capaz de englobar o
tumor, objetivando irradiar todas as células tumorais, buscando causar o menor
dano possivel as células normais vizinhas (BRASIL, 2007).

Na quimioterapia sdo utilizados medicamentos com 0 objetivo de destruir as
células cancerosas impedindo seu desenvolvimento. Estes medicamentos sédo, em
grande parte, oriundos de derivados de plantas, organismos marinhos e micro-
organismos (DE MESQUITA, 2009).

Um problema muito importante da terapia antineoplasica € a resisténcia adquirida
aos medicamentos, podendo também ocorrer o fendtipo MDR, que consiste na
resisténcia multipla aos quimioterapicos. Diversos mecanismos explicam o
desenvolvimento da resisténcia, dentre eles estdo: aumento do potencial anti-
apoptético das células antitumorais, incremento do mecanismo de reparo do DNA e
interferéncias no transporte do medicamento pelas proteinas de transporte
(proteinas ABC) capazes de promover o efluxo do medicamento das células alvo
(DE MESQUITA, 2009).



1.2. Doencas Microbianas

As doencas microbianas também s&o alvos constantes de estudos devido ao
acarretamento de mortes e a expressiva morbidade que elas representam. Além
disso, estdo relacionadas a resisténcia, devido, principalmente, ao uso inadequado
de medicamentos antimicrobianos. (WANNMACHER, 2004).

O surgimento de cepas resistentes aconteceu principalmente apés a Segunda
Guerra Mundial, onde houve o uso excessivo de penicilina, desencadeando o
surgimento das primeiras cepas de bactérias Gram-posivitas ndo suscetiveis ao
antibiotico. Os antibiéticos lancados nos anos seguintes, como 0s analogos
penicilinicos meticilina e cefalosporina, além de tetraciclinas e eritromicinas (Figura
1), aos poucos foram se tornando limitados, devido a resisténcia multipla em cepas

de enterococos e estafilococos infecciosos (SILVEIRA et al., 2006).
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Figura 1: Estrutura quimica dos antibioticos classicos (SILVEIRA et al., 2006).



Nas ultimas décadas, a procura por novos agentes anti-infecciosos tem sido foco
de novas pesquisas (RIOS e RECIO, 2005) e, os produtos naturais tém se
destacado como fonte pra descoberta de novos medicamentos antimicrobianos
(BIBI, 2011).

Uma das razGes mais importantes para estudar novos farmacos e os micro-
organismos € entender as doencas que esses provocam e as formas de controla-las,
visto que a relacdo entre muitos micro-organismos e as doencas por eles causadas
nao € simples. Especificamente a maioria dos micro-organismos nao causa uma
Unica e definida doenca, pois é mais comum que eles participem de muitas
manifestacbes, por exemplo, o Staphylococcus aureus que esta relacionado a
endocardite, pneumonia, infeccbes em ferimentos e intoxicacdo alimentar. Ha
também o0s micro-organismos capazes de provocar a mesma doenca, por exemplo,
a meningite que pode ser causada por virus, bactérias, fungos e parasitas
(MURRAY et al., 2006).

O corpo humano € adaptado a controlar a exposicdo a micro-organismos
patogénicos através de barreiras fisicas que sao capazes de prevenir a invasao,
visto que as respostas inatas reconhecem padrdes moleculares nos componentes
microbianos e ativam defesas locais e respostas imunes especificas, marcando o
micro-organismo a ser eliminado. Contudo essa resposta imunoldgica é,
infelizmente, tardia ou muito lenta. Para aumentar a capacidade do corpo humano
de prevenir infeccbes ocorre a estimulacdo do sistema imune através da
transferéncia passiva de anticorpos em preparados de imunoglobulina ou pela
imunizacdo ativa com componentes de micro-organismos, que Sao 0s antigenos.
Além disso, as infec¢cdes também podem ser controladas com uma variedade de
agentes quimioterapicos: os antimicrobianos (MURRAY et al., 2006).

Os micro-organismos tém a capacidade de alterar sua estrutura antigénica
(variagdo antigénica) e por isso desenvolvem resisténcia aos mais potentes
antibiéticos, dificultando assim o tratamento das doencas. Para o0 correto
planejamento do tratamento para doencas microbianas deve-se avaliar a viruléncia
do organismo, o local da infeccdo e a capacidade do paciente em responder a esta
infeccdo, pois estes influenciam a interagdo parasito-hospedeiro (MURRAY et al.,
2006).



1.3. Produtos Naturais — Fonte de Farmacos

A busca por novos agentes terapéuticos para os diferentes tipos de cancer e
doencas microbianas é um dos assuntos de grande interesse na atualidade da
pesquisa de produtos naturais. A resisténcia adquirida aos medicamentos existentes
€ encontrada na maioria dos pacientes, sendo o principal responsavel por problemas
clinicos que limitam a eficacia do tratamento (DE MESQUITA, 2009). Devido a isto,
0S produtos naturais possuem um papel importante nas pesquisas de novos
farmacos, visto a grande diversidade de atividades biolégicas ja atribuidas aos
produtos naturais (BAKER et al., 2007; HARVEY, 2007).

Classificam-se como produtos naturais as substancias que se originam do
metabolismo secundéario de plantas, micro-organismos e algas, produzidas em
contexto ou situacéo particulares (CLARDY & WALSH, 2004; BAKER et al., 2007).
Alguns autores estimam que essas substancias tenham um alto valor ecolégico em
virtude das suas capacidades em aumentar a adaptacdo do individuo devido
possuirem diversas atividades biol6gicas, por exemplo, atividade antibacteriana,
antifangica e inseticida. Além disso, algumas substancias também possuem a
capacidade de influenciar positivamente no crescimento e reproducéo dos individuos
(BAKER et al., 2007; VERMA et al., 2009).

Os produtos naturais destacam-se na descoberta de novos farmacos. Uma
analise realizada com os farmacos desenvolvidos entre 1981 e 2010 mostrou que 0s
produtos naturais ou derivados de produtos naturais (substancias modificadas
chamadas de semi-sintéticas) compreendem 25% de todas as pequenas moléculas
consideradas novos grupos quimicos e 23% destes grupos quimicos sao
semelhantes a produtos naturais ou tiveram sua sintese baseada em grupos
farmacoforicos relacionados a produtos naturais como € possivel observar na Figura
2 (NEWMAN & CRAGG, 2012).



Produtos Naturais

= Biologico

® Produto natural

u Derivado semi-sintético de produtos naturais

® Totalmente sintético

u Totalmente sintético e mimetiza o produto natural

u Totalmente sintético e farmacoforo de origem natural

u Sintético, farmacoforo de origem natural e mimetiza produto natural

® Vacina

Figura 2: Farmacos desenvolvidos entre 1981 e 2010 (NEWMAN & CRAGG, 2012).

Pesquisas em produtos naturais tém resultado no desenvolvimento de diversos
farmacos utilizados na atualidade, por exemplo, no controle de doencgas infecciosas,
cancer e doencas hipertensivas, destacando assim a importancia dos produtos
naturais na terapéutica (CLARDY & WALSH, 2004; GULLO et al., 2006). Nas areas
de céancer e doencas infecciosas, por exemplo, 60% e 75% dos novos farmacos
originaram-se de produtos naturais, respectivamente (GULLO et al., 2006). A Figura
3 mostra alguns exemplos de farmacos antitumorais e antimicrobianos derivados de

fontes naturais.
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1.4. Produtos Naturais Microbianos — Fonte de Farmacos Antitumorais e
Antimicrobianos

A pesquisa por metabdlitos produzidos por micro-organismos tem uma histéria
mais recente quando comparada aos produtos de origem vegetal. Fleming, em 1928,
revolucionou o tratamento de doencas infecciosas, ao verificar a inibicdo de uma
cultura bacteriana de Staphylococcus pela acdo de um fungo, posteriormente
identificado como pertencente ao género Penicillium, surgindo assim a penicilina
(BASHYAL et al.,, 2005). Inicialmente esta descoberta ndo despertou muitos
interesses, porém com a Segunda Guerra Mundial, em 1939, despertou-se o
interesse em pesquisar o0 valor quimioterapico da penicilina. Em seguida, em 1942,
um incéndio numa biblioteca em Boston, EUA, tornou a penicilina a “droga
milagrosa”, mostrando assim sua 6tima eficacia contra infec¢des de pele associadas
as queimaduras resultantes do incéndio (PORTUGUAL, 2014). Estes
acontecimentos levaram o0s pesquisadores da academia e das industrias
farmacéuticas a intensificarem a procura de produtos bioativos derivados de micro-
organismos (MOREIRA, 2013).

Outro marcante exemplo foi a identificacdo do antitumoral Taxol® (Figura 3)
(Paclitaxel) do fungo endofitico Taxomyces andreanae, isolado de Taxus brevifolia
(Taxaceae). Estima-se que 38.000 arvores sejam necessarias para gerar 25 Kg do
farmaco, tratando apenas 12.000 pessoas. Um quilograma de Paclitaxel é extraido a
partir de 10.000 Kg de casca. A producédo do Taxol® também ja foi observada em
outros fungos endofiticos. Sabe-se que o gene 10-desacecetilbacatina-l1-10-O-acetil
transferase, presente no fungo endofitico Clasdosporium clasdosporiodes MD2
isolado de Taxus media, estd envolvido na via de biossintese deste farmaco e
possui 99% de identidade com o gene de T. media (planta) e 97% com o gene de
Taxus wallichiana var. marirei (planta) (CHANDRA, 2012). Porém é importante
ressaltar que estudos de otimizacdo ainda estdo sendo realizados para chegar a
uma producédo eficiente em larga escala produzida pelo fungo. Devido a estas
limitacdes relacionadas com a produtibilidade e vulnerabilidade das espécies
vegetais como fonte de metabdlitos, os micro-organismos ultimamente vém sendo
utilizados, visto que séo facilmente renovaveis, de facil reprodutibilidade e fonte
inesgotavel de novas estruturas que possuem potencial farmacolégico. Os micro-
organismos, principalmente fungos, tém sido considerados como uma fonte

importante de metabdlitos ativos com atividade antibacteriana, antimicotica, antiviral



e antitumoral promissoras (CHANDRA, 2012). No mercado farmacéutico existem
diversos medicamentos oriundos de micro-organismos que foram promissores para
producdo em larga escala, por exemplo, o Penicillium chrysogenum apés
modificacdes genéticas, aumentou a producéo de penicilina cerca de 25 mil vezes
em relacdo a linhagem original. A clonagem de genes humanos na bactéria
Escherichia coli possibilitou a obtencdo de insulina mais barata quando comparada

com os métodos tradicionais. (LOPES et al., 2011).

1.5. Micro-organismos Endofiticos

Os micro-organismos endofiticos pertencem a uma biota que vem sendo
estudada e estédo apresentando resultados surpreendentes em termos de producgao
de metabdlitos bioativos (CLARDY & WALSH, 2004; VERMA et al., 2009; QIN et al.,
2011). A este grupo de micro-organismos incluem-se os protistas, e principalmente
as bactérias e os fungos (MOREIRA, 2013).

Micro-organismos endofiticos sdo definidos como micro-organismos que habitam
o interior de plantas, de modo geral, partes aéreas, como folhas e caules, passando
toda ou parte de sua vida colonizando tecidos saudaveis de uma determinada
planta, inter- ou intracelularmente, em simbiose (SCHULZ & BOYLE, 2005;
GUNATILAKA, 2006; GUO et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008). Eles diferenciam-
se dos micro-organismos fitopatogénicos e epifiticos, que sao prejudiciais as plantas,
causando-lhes doencas e que vivem na superficie dos o0rgaos e tecidos vegetais,
respectivamente. Porém essa diferenca é considerada didatica para alguns autores,
visto que pode ocorrer sobreposicdo entre 0s grupos microbianos (AZEVEDO,
1999).

Os verdadeiros micro-organismos endofiticos estdo diretamente associados com
a sanidade de seus hospedeiros, favorecendo a estes beneficios através da
producéo, introducdo ou inibicdo de metabdlitos priméarios e/ou secundéarios, com
funcdes bioldgicas, por exemplo, fito-hormdnios, herbicidas, antimicrobianos,
regulacdo do estresse abidtico, biorremediadores e vetores génicos (CONTI et al.,
2012).
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A ocorréncia de fungos endofiticos em plantas contabiliza cerca de 1,5 milhdes
de espécies. Desse total, apenas 10% foram descobertos e estudados até o
momento e s6 1% examinado quanto aos seus metabolitos secundéarios (GUO et al.,
2008). Estudos recentes apontam uma nova estimativa para a ocorréncia desse tipo
de fungo, de aproximadamente 5,1 milhdes de espécies (BLACKWELL, 2011).

A caracterizagdo quimica e avaliagdo bioldégica dos metabdlitos secundarios
oriundos de micro-organismos endofiticos vém sendo estudados, apontando novas
estruturas e atividades biolégicas promissoras (STROBEL et al., 2005;
GUNATILAKA, 2006; GUO et al., 2008). As principais classes de metabdlitos
secundarios encontradas sao: alcaloides, flavonoides, fenilpropanoides, lignanas,
peptideos, esteroides, xantonas, fendis, isocumarinas, quinonas, terpenoides,
citocalasinas, compostos alifaticos e clorados (GALLO et al.,, 2008; GUO et al.,
2008). As atividades biol6gicas promissoras também sdo diversas: antibidticas,
antitumoral, anti-viral, antioxidantes, imunossupressoras, anti-helminticos,
inseticidas, etc (STROBEL et al., 2005; ZHANG et al., 2006; GUO et al., 2008).

Além do Taxol®, recentemente, outros produtos naturais antitumorais também
foram isolados de fungos endofiticos associados aos respectivos hospedeiros
vegetais, sao estes: vincristina, isolada a partir do fungo endofitico Mycella sterilia
associado a Catharanthus roseus (O’'BRIEN et al., 2011); camptotecina, isolada de
um fungo endofitico ndo identificado encontrado em associacdo com Nothapodytes
foetida (MORAN, 2006); podofiloxina, isolada a partir do fungo endofitico Trametes
hirsuta, associado ao hospedeiro Podophyllum hexandrum (SELOSSE et al., 2004) e
hiperecina, isolada do fungo endofitico INFU/Hp/KF/34B, associado a Hypericum
perforatum (BORGES et al., 2009).

Diversos metabdlitos ja foram isolados de fungos endofiticos secundarios com
atividade antimicrobiana e citotoxica em células tumorais. A Tabela 1 ilustra alguns

metabdlitos secundarios bioativos isolados de fungos endofiticos.
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Tabela 1: Metabolitos secundarios bioativos isolados de fungos endofiticos.

Fungo endofitico

Metabolito secundario / Atividade biolégica

Referéncia

Chaetomium globosum

R= 2y, -CH3

Globosumona A

OR CH
R= W\:/ 3
Globosumona B .

HO CHj o OH

OH
CHy
R= %
Globosumona C :

Atividade citotdxica

;

OH O

BASHYAL et al., 2005

Pestalotiopsis

microspora

OH O

HiC

Isopestadina

OH

Atividade antimicrobiana

CASTILLO et al., 2003

Aspergillus niger

HO
OH

OCHs

HsCO

OCHs

Aurasperona A

Atividade antimicrobiana

LIU et al., 2004

Aspergillus clavatus

Brefeldina A

Atividade antiflingica e citotoxica

WANG et al., 2002
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1.6. Biodiversidade do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba

Os micro-organismos endofiticos ja foram encontrados em plantas pertencentes
aos grupos pteridofitas, angiospermas, briéfitas e gimnospermas (MOREIRA, 2013).
Estes e outros grupos de plantas sdo encontrados no Parque Nacional da Restinga
de Jurubatiba (PARNA de Jurubatiba), o que representa um nicho promissor para
descoberta de novas substancias oriundas de micro-organismos com atividades
bioldgicas.

O PARNA de Jurubatiba, localizado na regido Norte Fluminense, compreende 0s
municipios de Macaé, Quissama e Carapebus, estendendo-se por 44 quildbmetros de
litoral. Em sua composicdo tém-se um complexo de lagoas costeiras, restingas,
brejos e cordBes de mata, sendo uma regido de grande diversidade de habitats e
riqueza floristica. Além disso, € formado por uma vegetacdo caracteristica de
restinga, com presenca de espécies vegetais, restingas, dunas, praias, ilhas,
costdes, em distintas formacdes florestais (ESTEVES et al., 1998; PEREIRA et al.,
2004).

Ja foram registradas 618 espécies vasculares no PARNA de Jurubatiba, que sdo
distribuidas em 381 géneros e 120 familias. Dentre as espécies vegetais que
compdem a restinga tém-se as familias: Asteraceae, Myrtaceae, Rubiaceae,
Bromeliaceae e Humiriaceae (DE OLIVEIRA, 2013).

Algumas dessas espécies vegetais vém sendo estudadas pelo Laboratério de
Produtos Naturais (LaProN), onde ja foram isoladas e caracterizadas diversas
substancias e também realizadas avaliacdes das atividades biolégicas. A Humiria
balsamifera (Aubl.) A. St. Hill (Humiriaceae), planta utilizada neste trabalho, € uma
delas.

A familia Humiriaceae pertence a classe das angiospermas, possui 8 géneros e
36 espécies de acordo com a lista da flora do Brasil de 2012. No Brasil, podem ser
encontradas no Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Os géneros
pertencentes a familia Humiriaceae séo: Ectasia Cuatrec.; Endopleura Cuatrec.;
Humiria A.ST.-Hil.; Humiriastrum (Urb.) Cuatrec., Hylocarpa Cuatrec., Sacoglottis
Mart., Schistostemon (Urb). Cuatrec., Vantanea Aubl. (AMORIM & MEDEIROS,
2012).

Nas espécies da familia Humiriaceae ja foram encontradas substancias que

apresentam importantes atividades bioldgicas, por exemplo, inibicdo da COX-1 e
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COX-2 em modelo in vitro, inibicdo de edema de orelha de rato in vivo induzido por
fenilpropionato de etila, atividade antifungica in vitro para células de micro-
organismos que causam infeccdes no aparelho reprodutor feminino, atividade
antioxidante e atividade anti-helmintica in vitro e in vivo (DE OLIVEIRA, 2013).

O género Humiria compreende 3 espécies: Humiria balsamifera (Aubl.) J.St.-Hill,
Humiria crassifolia Mart. ex Urb. e Humiria wurdackii Cuatrec. de acordo com a lista
da flora do Brasil de 2012 (DE OLIVEIRA, 2013).

Humiria balsamifera (Aubl.) A. St. Hill (Figura 4) é popularmente conhecida como
umiri. O bélsamo da casca € utilizado popularmente na fabricacdo de perfumes,
devido ao seu aroma agradavel caracteristico. Uma pesquisa da avaliacao biol6gica
das folhas e caules de H. balsamifera (Aubl.) A. St. Hill apresentou significativo
resultado quanto a atividade antimalérica (DA SILVA et al., 2004).

Figura 4: Foto das partes aéreas da espécie Humiria balsamifera (Aubl.) A. St. Hill.
Fonte: Acervo de fotos do LaProN.



14

2. Justificativa

Na familia Humiriacea poucos membros foram estudados quanto a
caracterizacdo quimica e atividade biolégica (DA SILVA et al, 2004), além disso,
nenhum estudo sobre 0s micro-organismos endofiticos da familia foi encontrado na
literatura cientifica.

O numero de novos casos de cancer e doencas microbianas vem crescendo nas
tltimas décadas, contudo a resisténcia aos medicamentos existentes pela maioria
dos pacientes vem dificultando o tratamento dessas doencas.

A busca por novos agentes terapéuticos para os diferentes tipos de cancer e
doencas microbianas oriundos de produtos naturais esta aumentando. E desde que
Fleming revolucionou o tratamento das doencas infecciosas através de metabdlitos
de um micro-organismo, estes comecaram despertar interesse de pesquisa.

Por isso, este estudo € importante, visto que 0s micro-organismos endofiticos da
espécie vegetal Humiria balsamifera (Aubl.) A. St. Hill ainda ndo foram estudados e
a resisténcia adquirida & maioria dos medicamentos existentes no tratamento do
cancer e doencas microbianas. Adicionalmente, os achados deste trabalho poderdo
contribuir para estudos posteriores, além de valorizar a biodiversidade microbiana

presente no Norte Fluminense.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Estudar o perfil quimico e biolégico de extratos dos fungos endofiticos
associados a uma espécie vegetal da Restinga de Jurubatiba, a Humiria balsamifera
(Aubl.) A. St. Hill.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de fungos endofiticos
cultivados em arroz para atividade antimicrobiana (ensaio de concentracao
inibitéria minima — CIM) frente a bactérias patogénicas Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 3538) e Staphylococcus saprophyticus
(ATCC 153006) e Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

e Avaliar a atividade antitumoral em ensaio citotoxico frente a cultura de

linhagem de cancer de célon HCT-116.

e Realizar processos de purificacdo por técnicas cromatograficas para o
isolamento de substancias bioativas, para o extrato mais promissor no

ensaio citotoxico.

e Adquirir e realizar a analise preliminar de dados espectroscopicos das

substancias isoladas.
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4. Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais (LaProN),
com colaboracdo do Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade
Federal do Ceara, onde foi realizado o ensaio citotoxico, e do Laboratorio
Multiusuario de Analises por RMN (LAMAR) do Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais (NPPN/UFRJ), onde foi realizada a aquisicdo dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos

Agitador de tubos (AP59); autoclave vertical (Prismac Autoclaves); balancas
analiticas; capelas de fluxo laminar (TROX Modelo FLV Série 506); centrifuga;
cromatdgrafo Shimadzu Proeminence composto pelos seguintes modulos: bomba de
gradiente quaternario modelo LC- 20AT, desgaseificador modelo DGU- 20A5, injetor
automatico modelo SIL- 20A, forno para colunas CTO- 20A, detector de arranjo de
diodos modelo SPD- M20A interligados a uma controladora modelo CBM- 20A — o
controle do equipamento e aquisicdo de dados foram obtidos com auxilio do
software LC solutions versdo 1.25; estufa bacteriologica (DelLeo); estufa de
secagem; espectrofotometo (Boit Ton); incubadora BOD (SL-20 SoLAB); mesa

agitadora (shaker) (Ethik); placa de aguecimento; rotaevaporador.

4.1.2. Fases Estacionéarias

Coluna para CLAE-DAD analitica de silica C-18 (4.6 x 250 mm; 5 micras;
Supelcosil); sephadex LH 20 (Sigma); silica gel (Merck - 0,063-0,200 nm), silica de
fase normal em placa revestida de aluminio (SiliaPlate TLC Silicycle Ultrapure Silica
Gels G1P 456).

4.1.3. Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados foram da marca Difco®, Himedia® e Merck®.
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4.1.4. Solventes

Todos os solventes utilizados foram em grau de padréo analitico (PA) da marca
Exodo® e Vetec® e o dimetilsulféxido da Panreac®. Os solventes de grau HPLC

eram da marca Tedia®.

4.1.5. Vidraria

Béqueres; Erlenmeyers; baldes de rotaevaporador; funis de separacdo; pipetas
Pasteur; placas de Petri.

4.1.6. Outros

Alca de plastico; antibioticos penicilina (Sigma) e gentamicina (Gibco); colunas de
vidro; filtro de HPLC; garrafas de vidro; pipetas automaticas; pipetas de vidro; placas

de 96 pocos; ponteiras plasticas; resazurina (Sigma); tubos tipo falcon.

42. Métodos

4.2.1. Coleta do Material Vegetal, Isolamento dos Fungos Endofiticos e
Cultivos em Meio Sélido de Arroz

A espécie vegetal H. balsamifera (Aubl.) A. St. Hill utilizada nesse trabalho foi
coletada e identificada pela Professora Tatiana U. P. Konno, NUPEM-UFRJ-Macaé.
O material vegetal foi devidamente identificado e a exsicata depositada no herbario
da UFRJ-RJ sob o codigo RFA38751.

O isolamento dos fungos endofiticos e os cultivos em meio solido de arroz estéo

descritos no Anexo 1.
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4.2.2. Analise do Perfil Biologico

4.2.2.1. Ensaio antimicrobiano pelo método de microdiluicdo em caldo:
Concentracdao Inibitéria Minima

A atividade em cultura dos extratos foi analisada através do ensaio de CIM, pelo
meétodo de microdiluicdo como recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2003). Foram testadas cepas de bactérias Gram-Positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 3538) e Staphylococcus saprophyticus (ATCC
153006), e Gram-Negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa. (ATCC 9027). Os ensaios foram realizados em duplicata em placas

estéreis de 96 pocos.

4.2.2.2. Preparacao das Amostras

Os extratos foram inicialmente diluidos em dimetilsuféxido (DMSO) (0,008
mg/pL). Em seguida 10 pL desta solugao foi adicionada a 70 pL de Mueller-Hinton-
caldo (MH-caldo), tendo-se assim uma concentracdo de 0,001 mg/uL. Essa solucao

de 80 uL obtida para cada extrato foi a utilizada no ensaio.

4.2.2.3. Preparacao dos Antibioticos Utilizados

Os antibidticos penicilina e gentamicina foram utilizados como controles positivos
para as bactérias Gram-Positivas e Gram-Negativas, respectivamente. Penicilina:
1,0 mg em 10 mL de agua destilada; 1,0 mL dessa solucéo foi entdo diluido em 4,0
mL de MH-caldo. Gentaminica: 2,0 pL (solu¢do 50 mg/mL) foi diluido em 4,0 mL de
MH-caldo.

4.2.2.4. Preparacgao do Indculo

As cepas de bactérias cultivadas por 24 horas em Mueller-Hinton-agar (MH-
agar), foram transferidas para um tubo contendo 5,0 mL de solucéo salina 0,9%.
Padronizou-se estas suspensfes comparando-se com a escala de McFarland 0,5

(10° unidades formadoras de colénias — UFC/mL). As suspensdes adquiridas foram
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diluidas na razdo 1:10 em solu¢éo salina 0,9%, ou seja, 1,0 mL da suspensédo para
9,0 mL de solugédo salina. Posteriormente 2 mL destas foram transferidas para um
tubo contendo 9 mL de MH-caldo.

As suspensodes finais foram entdo utilizadas como indculo para o ensaio de CIM.

A concentrac&o final do indculo utilizada foi de aproximadamente 5 x 10°> UFC/mL.

42.25. Ensaio

Em cada orificio da placa de 96 pocos foram depositados um total de 100 pL da
mistura final contendo: MH-caldo, solu¢cbes das substancias e suspensédo do micro-
organismo indicador. As amostras previamente preparadas foram testadas em
diferentes concentracbes obtidas por diluicdo seriada (400 — 25 pg/mL) em MH-
caldo, bem como os antibiéticos (5,9 — 00115 pg/mL), que foram utilizados como
controle positivo. Foram realizados trés controles de esterilidade: do sistema de
solvente utilizado na solubilizacdo das amostras ensaiadas (DMSO), da amostra e
do meio de cultura. Também fez-se controle negativo do DMSO, a fim de verificar
sua atividade antimicrobiana; e controle de viabilidade do in6culo. A Tabela 2 ilustra
as placas de 96 pocos finais para o ensaio de CIM.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, foram
adicionados em cada orificio 20 puL do indicador redox resazurina na concentracao
de 0,02 mg/mL. As placas foram entdo encubadas por 30 minutos, sendo observada
a mudanca de coloracgéo (azul). A cor azul (estado oxidado da resazurina) indica que
h&4 oxigénio no meio, concluindo-se que ndo houve crescimento de bactéria,
indicando atividade antimicrobiana. A cor rosa (estado reduzido da resazurina)
representa o crescimento da bactéria, portanto a amostra nao foi considerada tendo
atividade antimicrobiana (NERO et al., 2000).
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Tabela 2: Esquema do CIM realizado frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Fileiras A-D: extrato etandlico de arroz. Fileira E: antibi6tico. Colunas de 1 a 5 e 7 a 11 nas fileiras A-D: concentragdo (ug/mL) das amostras, respectivamente: 400; 200; 100;
50; 25. Colunas 6 e 12 das fileiras A-D: controle de esterilidade das amostras. Colunas 1 a 10 da fileira E: concentragdo (ug/mL) do antibiético, respectivamente: 5,9; 2,95;
1,48; 0,74; 0,37; 0,18; 0,092; 0,046; 0,023; 0,012. Coluna 12 da fileira E: controle de esterilidade do antibiético. Colunas de 1 a 5 da fileira G: controle de atividade
antimicrobiana do solvente (DMSO). Coluna 1 da fileira H: controle de esterilidade do meio de cultura. Coluna 6 da fileira H: controle de viabilidade do inéculo. Coluna 12 da

fileira G: controle do sistema de solvente utilizado da solubilizagéo da amostra (DMSO).
5 6

1 2 3 4 7 8 9 10 11 12
A 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo +
80 pL amostra 80 pL A1 80 pL A2 80 pL A3 80 pL A4 80 pL A5 80 pL amostra 80 pL A7 80 uL A8 80 pL A9 80 pL A10 80 pL A11
—1> —t= —> —> —> —> —= —> —> —>
+ 20 uL in6culo + 20 pL inéeulo +20 pL +20 pL +20 uL +20 uL +20 uL +20 uL +20 uL +20 uL
inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo
B 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo +
80 pL amostra 80 uL B1 80 pL B2 80 pL B3 80 uL B4 80 pL B5 80 pL amostra 80 pL B7 80 uL B8 80 uL B9 80 uL B10 80 uL B11
+ 20 pL in6culo 9+ 20 pL inéculo 9 +20 pL 9 +20 pL 9 +20 pL 9 +20 pL 9 +20 pL 9 + 20 pL 9 + 20 pL 9 +20 pL 9
inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo
Cc 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo +
80 pL amostra 8opuLC1 80 pL C2 80 pL C3 80 puL C4 80 pL C5 80 pL amostra 80 uL C7 80 puL C8 80 pL C9 80 pL C10 80 uL C11
_9 —_ —_ —_ — — | | | —
+ 20 pL inéculo + 20 pL in6culo 9 +20 L 9 +20 L 9 +20 pL 9 +20 pL 9 +20 L +20 pL +20 pL +20 L 9
inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo
D 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 80 pL caldo + 20 pL caldo +
80 pL amostra 9 80 pL D1 80 pL D2 80 puL D3 80 pL D4 80 pL D5 80 pL amostra 80 uL D7 80 pL D8 80 pL D9 80 pL D10 80 uL D11
— — —-> —_> —_> — — — — —
+ 20 pL in6culo + 20 pL in6culo +20 pL +20 pL +20 uL +20 UL +20 uL +20 UL +20 UL +20 uL
inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo inéculo
B 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 59 pL caldo + 41 pL caldo +
59 pL Atb 59 uL E1 59 pL E2 59 L E3 59 uL E4 59 uL E5 59 uL E6 59 uL E7 59 uL E8 59 uL E9 59 pL E10
— — — — — — — — — >
+ 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo + 21 pL caldo
+ 20 pL inéculo + 20 pL in6éculo +20 uL +20 uL +20 pL +20 pL +20 pL +20 pL +20 pL +20 pL
inéculo inéculo inéculo in6culo in6culo inéculo inéculo inéculo
F
75 pL caldo + 76 pL caldo + 77 pL caldo + 78 pL caldo + 79 uL caldo + 100 L DMSO
5 uL DMSO + 4 uL DMSO + 3 uL DMSO + 2 pL DMSO + 1 pL DMSO +
20 pL inéculo 20 pL inéculo 20 pL in6éculo 20 pL in6éculo 20 pL inéculo
H 100 pL caldo 80 pL caldo +
20 pL in6culo




21

4.2.2.6. Ensaio do Efeito Citotdxico em Células Tumorais

O ensaio citotéxico foi realizado pelo Laboratorio de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara, descritos no Anexo 2.

A citotoxidez dos extratos foi determinada através de ensaio colorimétrico do
MTT, que tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da
célula. E uma analise colorimétrica que se baseia na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas
(ALMEIDA et al., 2014).

4.2.3. Analise do Perfil Quimico

4.2.3.1. Particdo Liquido-liquido a Partir do Extrato Etanélico de Arroz de
HB11b

O EEA do HB11b, extrato mais ativo no ensaio citotdxico, foi ressuspenso em
300 mL de solucdo metanol:dgua (MeOH:H,0) (9:1), sendo, em seguida, realizado
uma particdo liquido-liquido iniciando-se com hexano (HXA) (3 x 100 mL), acetato de
etila (AcOEt) (3 x 100 mL) e butanol (BuOH) (3 x 100 mL) (Figura 5). Antes da
particdo utilizando AcOEt foi realizado a concentracdo em rotaevaporador do MeOH
utilizado inicialmente na ressuspensao da amostra, e apés a mesma foi ressuspensa
em MeOH:H,0 1:9.



22

Extrato Etandlico de Arroz

Ressuspensdocom
MeQOH:H20

Extragao com Hexano

Fracao

Fracido Hexanica . -
¢ Hidroalcoolica

Extracdo com Acetato de Etila

Fragao Acetado de

Fracao Aquosa Etila

Extracdo com Butanol

Fracao Aquosa Fracido Butanolica

Figura 5: Esquema do processo de particdo liquido-liquido a partir do extrato
etanolico de arroz.

4.2.3.2. Andlise por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As fracOes obtidas no processo de particao liquido-liquido foram analisadas por
cromatografia de camada delgada utilizando-se silica de fase normal em placa
revestida de aluminio. Como eluente utilizou-se uma combinagdo HXA:AcOEt na

proporcado 7:3 e 3:7. As placas foram reveladas com vanilina sulfarica.
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4.2.3.3. Fracionamento Quimico
4.2.3.3.1. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Fracdo AcOEt

4.2.3.3.1.1. Preparo da Fase Estacionaria

Para o isolamento dos constituintes quimicos majoritarios da fracdo AcOEt do
EEA de HB11b foi utilizada uma coluna cromatografica de vidro utilizando-se fase
normal constituida por silica gel (Merck - 0,063-0,200 nm) como fase estacionaria.

No desenvolvimento do processo cromatografico, a silica foi empacotada em
HXA:AcOEt (7:3) preenchendo a coluna de 1,0 cm de didmetro com 20 cm de silica.
Apés o empacotamento adequado, a fracdo AcOEt do EEA de HB11lb foi
incorporada em um pouco de silica seca e transferida para o topo da coluna de vidro

formando a pastilha (Figura 6).

Figura 6: Cromatografia em coluna de fase normal da fragdo AcOEt.
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4.2.3.3.1.2. Preparo da Fase Movel

Durante o processo cromatografico em coluna utilizou-se diferentes proporc¢des
de HXA:AcOEt. Na Tabela 3 estéo listadas as fases mdveis e as respectivas fracbes
obtidas. No total foram coletadas 73 sub-fracdes, que foram monitoradas quanto ao

perfil quimico por CCD. As placas de CCD foram reveladas utilizando sulfato cérico.

Tabela 3: Fases méveis utilizadas para o fracionamento cromatogréfico da fracao
AcOEt e as correspondentes sub-fracdes obtidas.

Eluente Sub-Frac¢des
HXA:AcOEt 7:3 1-14
HXA:AcOEt 1:1 15-31
HXA:AcOEt 3:7 32-45

AcOEt 100% 46-62
MeOH 100% 62-73

Usou-se 150 mL de cada eluente.

4.2.3.3.2. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Sub-fracao Fr 24-27

4.2.3.3.2.1. Preparacédo da Fase Estacionaria

Para o isolamento dos constituintes quimicos da sub-fracdo Fr 24-27 foi utilizada
uma coluna cromatografica de vidro utilizando-se Sephadex LH 20 como fase
estacionaria.

No desenvolvimento do processo cromatografico, a Sephadex foi combinada com
MeOH 100% (grau HPLC), preenchendo a coluna de 0,7 cm de didmetro com 5 cm
de Sephadex. Apdés o empacotamento, 6,3 mg da sub-fracdo Fr 24-27 foram
ressuspensos em MeOH 100%, que foram aplicados no topo da coluna com o

auxilio de uma pipeta Pasteur.
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4.2.3.3.2.2. Preparacédo da Fase Moével

Durante o processo cromatografico em coluna utilizou-se MeOH 100% como fase
movel. No total foram coletadas 38 fragdes, que foram monitoradas quanto ao perfil

qguimico por CCD. As placas de CCD foram reveladas utilizando sulfato cérico.

4.2.3.3.3. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Sub-fracdo RF 4-6

4.2.3.3.3.1. Preparacédo da Fase Estacionaria

Para o isolamento dos constituintes quimicos da sub-fracdo RF 4-6 foi realizada
uma cromatografia semi-preparativa utilizando uma placa de CCD (14 x 12 cm). No
desenvolvimento do processo cromatografico, a fracdo 4-6 foi ressuspensa em

MeOH 100%, e foi aplicada totalmente na placa, de forma linear.

4.2.3.3.3.2. Preparacédo da Fase Mével

Durante o processo cromatografico em cromatoplaca utilizou- HXA/AcOEt 1:1

como fase moével.

4.2.3.3.3.3. Isolamento dos Constituintes Quimicos

Apds observar a placa eluida sob luz UV cortou-se a placa em trés partes,
separando as substancias isoladas. A silica, entdo, foi removida da placa de
aluminio, misturada com pequenas quantidades de MeOH (3x) e diclorometano (1x)
e centrifugada. Em seguida, retirou-se o sobrenadante, e este entéo, foi filtrado e
secado. Apoés este procedimento foi possivel o isolamento de duas substancias

puras codificadas de Fp (polar) e Fa (apolar).
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4.2.3.4. Identificacdo dos Constituintes Quimicos Isolados

4.2.3.4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Detector de
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Para a andlise da pureza a sub-fracao identificada como Fr 24-27 proveniente da
fracdo HXA:AcOEt 1:1 foi selecionada para injecdo em CLAE-DAD ap0s apresentar
poucas bandas em CCD. Para realizacado desta analise utilizou-se o cromatografo
equipado com detector de arranjo de diodos (CLAE-UV/DAD). Além disso, foi
utilizada coluna analitica de silica C-18 (4.6 x 250 mm; 5 micra; Supelcosil), vazdo
de 1,0 mL/min. Foi injetado 20 pL da amostra e a deteccao foi feita a 254 e 365 nm,
durante 30 min. Para eluicdo dos compostos utilizou-se o gradiente de agua

acidificada (pH 3,0) e acetonitrila conforme a Tabela 4.

Tabela 4: Protocolo de eluicdo adotado para analise em CLAE-DAD.

Tempo (min.) Concentracao de Acetonitrila (%)
0-30 10-100
30-35 100
35-37 10
37-45 10

4.2.3.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H

A aquisi¢cdo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(*H-RMN) das sub-fracées identificadas como Fr 24-27, Fp e Fa foi realizada no
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais — UFRJ/RJ. Os espectros foram
registrados em espectrometro de 500 MHZ VARIAN INOVA 500 (Probenkopfe fur
direkte Beobachtung de 1H, 19F, 15N - 31P). Os deslocamentos quimicos (d) foram
referendados com padrdes internos TMS (5=0, *H), sendo expressos em unidades

ppm (parte por milh&o) e, as constantes de acoplamento, (J), em Hertz (Hz).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Coleta do Material Vegetal e Isolamento dos Fungos Endofiticos

Apos o processo de esterilizacdo das partes aéreas (galhos e folhas) de H.
balsamifera (Aubl.) A. St. Hill foi possivel o isolamento de 26 fungos endofiticos,
sendo 14 cepas isoladas a partir de folhas e 12 cepas a partir de galhos. Estes
micro-organismos foram codificados de acordo com a morfologia. Apenas alguns
fungos foram utilizados nesse trabalho. A Figura 7 mostra a foto dos fungos

endofiticos isolados de H. balsamifera (Aubl.) A. St. Hill utilizados nesse trabalho.

Figura 7: Fungos endofiticos isolados de H. balsamifera (Aubl.) A. St. Hill utilizados
no trabalho.
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Na literatura ndo foi encontrado nenhum trabalho que relatasse o isolamento de
fungos endofiticos de espécies da familia Humiriaceae, porém encontrou-se
associacOes de fungos endofiticos com angiospermas, evidenciando a importancia
de estudar os micro-organismos desse grupo. De Baccharis dracunculifolia D.C.
(Asteraceae) isolou-se 11 micro-organismos (CUZZI et al., 2011). De Viguiera
arenaria (Asteraceae) isolou-se 37 fungos endofiticos (GUIMARAES, 2006). Isto
demonstra a importancia de se estudar micro-organismos endofiticos desse grupo
de plantas.

A quantidade de fungos isolados em relacdo ao numero total de micro-
organismos endofiticos existentes em uma espécie vegetal pode ser influenciado
pela habilidade dos mesmos de crescerem fora do tecido vegetal em meios de
cultura convencionais, além de existirem fungos que ndo crescem em meio Batata
Dextrose Agar (BDA) (LIU et al., 2007; MOREIRA, 2013) Essa quantidade também
varia de acordo com a parte do vegetal utilizada para o isolamento, visto que 0s
fungos endofiticos colonizam, principalmente, partes aéreas como galhos e folhas, e
as raizes (SOUZA et al., 2004). Os fungos endofiticos sdo considerados fontes
naturais promissoras para desenvolvimento de novos farmacos, pois destes ja foram
isolados, metabdlitos secundarios com diversas atividades biol6gicas, como

antimicrobiana e citotéxica.

5.2. Cultivos em Meio Sélido de Arroz

Todos os fungos endofiticos isolados foram agrupados de acordo com as
caracteristicas morfolégicas tais como: velocidade de crescimento (rapido: 7 dias;
lento: 14 dias), aspectos da borda (regulares, irregulares e radiadas), cor e textura.
Os fungos codificados como HB5, HB6, HB7, HB10b, HB11b, HB12b1, HB12b2,
HB15, HB16, HB18b e HB19a foram os escolhidos para o cultivo em meio sélido de
arroz por apresentarem micélio mais abundante em 7 dias de crescimento em
comparacao com os de crescimento um pouco mais lento — 14 dias.

Os extratos etanolicos secos obtidos foram utilizados para realizacdo dos
ensaios biolégicos. A Tabela 5 mostra as quantidades obtidas dos extratos
etandlicos de arroz oriundos de cada fungo e seus respectivos cédigos no

laboratorio.
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Tabela 5: Quantidades obtidas (g) dos extratos etanélicos de arroz (EEA).

Caodigo do Fungo Codigo do extrato Massa obtida (g)

utilizado no laboratorio

Branco - 0,75
HB5 EEA HB5 8,51
HB6 EEA HB6 2,46
HB7 EEA HB7 6,07

HB10b EEA HB10b 2,39

HB11b EEA HB 11b 2,46

HB12bl EEA HB12bl 1,37

HB12b2 EEA HB12b2 2,82
HB15 EEA HB15 4,29
HB16 EEA HB16 14,47

HB18b EEA HB18b 5,90

HB19a EEA HB19a 9,34

5.3. Analise do Perfil Biolégico

5.3.1. Ensaio Antimicrobiano de Concentragao Inibitéria Minima

Nas condi¢des de cultivos utilizados, os extratos etandlicos de arroz nao foram
ativos para nenhum dos micro-organismos indicadores na maior concentracao
testada. A Figura 8 mostra a foto das placas de CIM em que foram obtidas estes

resultados negativos. O ensaio foi realizado utilizando 4 amostras por placa, as
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quais foram aplicadas nas fileiras A-D, sendo realizadas as microdiluicdes nas
colunas 1-5. Nas colunas 7-11 das mesmas fileiras foram realizadas as duplicatas,
tendo-se o controle de esterilidade das amostras nas colunas 6 e 12. Na fileira E
colunas 1-12 foram realizadas as microdiluicbes do antibiético, sendo a 12 o controle
de esterilidade do mesmo. Na fileira G colunas 1-5 foram realizadas os controles da
atividade antimicrobiana do solvente (DMSO) e na coluna 12 o controle de
esterilidade do solvente. Na fileira H coluna 1 tem-se o controle de esterilidade do
meio de cultura e na coluna 6 o controle de viabilidade do in6culo (Tabela 2 e
Figura 8).

A cor azul (estado oxidado da resazurina) indica que ha oxigénio no meio,
concluindo-se que ndo houve crescimento de bactéria, indicando atividade
antimicrobiana. A cor rosa (estado reduzido da resazurina) representa o crescimento
da bactéria, portanto a amostra néo foi considerada tendo atividade antimicrobiana
(NERO et al., 2000). Na Figura 8 A e D observam-se poc¢os azuis na microdiluicdo
das amostras (indicativo de atividade antimicrobiana), porém nas respectivas
duplicatas esse efeito ndo foi observado. Destaca-se assim a importancia da
realizacdo do experimento em duplicata ou triplicata, com o objetivo de evitar
resultados erréneos. Além disso, € possivel observar em todas as placas na fileira E
(antibiotico) que a partir de uma determinada concentracdo a coloragdo passa de
azul para rosal/lilds, mostrando que aquela (Gltima coloracéo azul) foi a concentragéo
minima capaz de inibir o crescimento da bactéria, dentro da faixa testada. Essa
concentracdo minima inibitoria difere de acordo com a bactéria utilizada. Tambéem é
possivel notar que o solvente utilizado para preparo das amostras néo interfere na

inibicdo do crescimento bacteriano (fileira G).
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Figura 8: Placas com o ensaio de CIM. A: Staphylococcus aureus. B:
Staphylococcus saprophyticus. C: Escherichia coli. D: Pseudomonas aeruginosa.

Estudos de triagem utilizando fungos como fonte de metabdlitos bioativos
demonstram que a porcentagem de fungos que apresentam atividade antimicrobiana
pode variar de 10 a 40% (MOREIRA, 2013). Na literatura n&o foi encontrado nenhum
trabalho que relatasse atividade antimicrobiana relacionada aos fungos endofiticos
de espécies da familia Humiriaceae, porém encontrou-se associa¢cdes de fungos
endofiticos com angiospermas. Um estudo realizado por GUIMARAES (2006)
utilizando 3 micro-organismos (S. aureus, E.coli, C. albicans) mostra que dos 37
fungos endofiticos isolados de Viguiera arenaria (Asteraceae), somente 5 foram
mais promissores nos ensaios antimicrobianos. A busca por atividade antimicrobiana
em triagens € muito utilizada em estudos de prospeccdo em produtos naturais,
entretanto, encontrar um extrato bruto eficaz tem sido um desafio para varios
pesquisadores desta drea. Em um estudo feito por YMELE-LEKI et al. (2012), onde
foram analisados 39.000 extratos a partir de organismos que crescem em diversos
ecossistemas da Costa Rica, apenas 49 extratos apresentaram atividade
antimicrobiana.

Infeccdes por S. aureus sdo responsaveis por desordens nos 0ssos, pele e

articulacdes, além de problemas respiratérios e cardiovasculares. Sao responsaveis
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também por diversas complicacbes causadas por infec¢cdes hospitalares, como
bacteremia, osteomielite, endocardite e abcessos em 6rgdos como pulméo (LOWY,
1998; MATTOX, 2007). Estima-se que 95% dos pacientes do mundo infectados com
S. aureus ndo respondem mais aos antibiéticos de primeira linha (RUBIN et al.,
1999). Além disso, S saprothyticus € considerado, depois de E. coli, o maior
causador de infec¢Bes urinarias em mulheres, podendo causar também cistite,
uretrite e pielonefrite (RAZ et al., 2005). Pseudomonas aeruginosa também é
responsavel por diversas infec¢cdes causadas no aparelho respiratorio e urinario,
sendo a principal responsavel por infec¢cées hospitalares.

Na literatura encontram-se substancias antimicrobianas frente a S. aureus e
Enterococcus faecalis resistentes, isolados de fungos endofiticos, como por exemplo
0 guanacastepeno A (Figura 9) (BRADY et al.,, 2001) e frente a Helicobacter pylori
tem-se o acido rozocténico, isolado de Rizoctonia sp. (MA et al., 2004).

Devido a maioria dos patégenos apresentarem grande habilidade em adquirir
resisténcia a maioria dos antibidticos existentes no mercado, e a existéncia na
literatura de substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade

antimicrobiana, encontrar um extrato com atividade antimicrobiana seria relevante.

o 0

)L o

O-’Hru.,

Guanacastepeno A

Figura 9: Estrutura quimica do metabdlito secundario guanacastepeno A.

5.3.2. Ensaio de Atividade Citot6xica

A Figura 10 mostra os resultados do ensaio citotoxico. Nas condi¢cdes de cultivos
utilizados, os extratos etanolicos de arroz de HB6, HB7, HB10b, HB12bl1, HB15,
HB18b e HB19a ndo apresentaram atividade citotoxica significativa. Ja o extrato de

HB11b apresentou moderada atividade citotoxica na maior concentragdo testada (50
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pug/mL), com aproximadamente 50% de inibicdo do crescimento de células HCT-116.
O extrato do meio de cultura (branco) apresentou pequena atividade, o que indica
que o resultado positivo obtido é proveniente de metabdlitos secundarios

transferidos pelos fungos endofiticos para o meio de cultura (GUIMARAES, 2006).
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Inibigdao de crescimento (%)

Figura 10: Resultado do ensaio de atividade citotoxica de EEA em células HCT-116
(célon-humanao).

As células tumorais de colon sdo resistentes a maioria dos anti-tumorais
existentes no mercado. Por este motivo, € importante fazer uma triagem inicial com
este tipo de célula, pois quando encontrada uma atividade citotoxica com estas
aumentam-se as chances de se encontrar com uma célula mais sensivel. Entretanto,
isto pode ndo ocorrer. A escolha deste tipo celular é um procedimento padrao
adotado pelo Laboratorio de Oncologia da Universidade Federal do Ceara.

Um estudo realizado por PESSOTTI (2011) utilizando células tumorais HCT-8
(colon-humano) mostra que 0s 2 micro-organismos endofiticos estudados
apresentaram atividade citotoxica significativa. Isto mostra que mesmo sendo uma
célula resistente é possivel encontrar atividade quando utilizados estes micro-
organismos. Cria-se assim uma perspectiva para a avaliagdo da atividade citotoxica
dos EEA utilizando outros tipos celulares mais sensiveis.

O céancer de coélon é uma das neoplasias de maior incidéncia em todo mundo,

ocupando o terceiro lugar no ranking, ficando apenas atras de pulmdo e mama.
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Estima-se que em 2014 surgirdo aproximadamente 33 mil novos casos de cancer de
célon e reto no Brasil (BRASIL, 2013). Portanto, a atividade citotoxica observada no

extrato etanolico de arroz de HB11b é relevante.

5.4. Analise do Perfil Quimico

5.4.1. Particdo Liquido-liquido a Partir do Extrato Etanélico de Arroz de
HB11b

Para realizacéo da particao liquido-liquido foi utilizado 1,58 g do extrato etandlico
de arroz de HB11b. Os rendimentos das particbes foram calculados a partir da
relacdo percentual da massa obtida no processo em relagdo a massa de extrato
utilizado. A fracdo aquosa foi descartada, devido a isto ndo tem-se o rendimento da

mesma. A Tabela 6 descreve os valores obtidos na parti¢do liquido-liquido.

Tabela 6: Rendimento ap6s particao liquido-liquido.

Fracao Massa (Q) Rendimento (% p/p)
Fracdo Hexanica 0,20 12,65%
Fracdo Acetato de Etila 0,08 5,06%
Fracdo Butandlica 0,54 34,17%

Apés analise das fracdes por CCD (Figura 11), selecionou-se a fracdo acetato
de etila para realizacdo do fracionamento quimico, devido apresentar menor

complexidade quimica em comparagcédo com as demais fracoes.
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Figura 11: Andlise das fragBes por CCD. A: CCD das fragdes butandlica e acetato
de etila eluida em HXA:AcOEt 7:3. B: CCD da fracdo acetato de etila eluida em
HXA:AcOEt 3:7.

5.5. Fracionamento Quimico

5.5.1. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Fracao AcOEt

Da fracdo AcOEt 69,5 mg da amostra total foi aplicada na coluna. Na Tabela 7
tém-se as sub-fracbes obtidas na coluna cromatografica e seus respectivos
rendimentos. As sub-fracBes reunidas tiveram perfil quimico igual, visualizadas
através de CCD seguidas de revelacdo fisica sob luz UV a 240 e 365 nm e

revelacdo quimica por sulfato cérico.
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Tabela 7: Sub-fracGes da coluna cromatografica da fracdo AcCOEt e seus respectivos
rendimentos.

Sub-fracéao Massa Sub-fracéao Massa Sub-fragéo Massa
(mg) (mg) (mg)

Frl 0,1 Fr 24-27 6,3 Fr 43-45 1,0

Fr2 0,2 Fr 28 0,7 Fr 46 0,5

Fr3 0,1 Fr 29 0,1 Fr 47-51 2,0

Fr4 0,2 Fr 30 0,1 Fr 52 0,3

Fr5 0,1 Fr 31 0,2 Fr 53 0,2

Fr 6 1,6 Fr 32 0,2 Fr 54 0,2

Fr7 1,7 Fr 33-37 1,2 Fr 55-61 0,3

Fr8 0,9 Fr 38 0,2 Fr 62 0,2

Fr9-14 0,7 Fr 39 0,6 Fr 63-68 0,1

Fr 15-21 0,6 Fr 40 0,1 Fr 69 0,2

Fr 22 0,2 Fr 41 0,3 Fr 70-71 6,4

Fr 23 0,1 Fr42 1,0 Fr 72-73 21,9

Total: 50,8 mg

Obteve-se 73,09% de rendimento na coluna cromatografica.
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5.5.2. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Sub-fragcéo Fr 24-27

Com o objetivo de isolar as duas substancias quimicas contidas na sub-fracao Fr
24-27 (Figura 12), 6,3 mg da amostra total foi aplicada na coluna. Na Tabela 8 tém-
se as novas sub-fracbes obtidas na coluna cromatografica e seus respectivos
rendimentos. As sub-fracbes reunidas tiveram perfil quimico igual, visualizados
através de CCD e luz UV a 240 e 365 nm.

Figura 12: Cromatografia de camada delgada da sub-fracdo Fr 24-27 apos
revelacdo com sulfato cérico. A: Placa eluida em HXA:AcOEt 7:3; B: Placa eluida em
HXA:AcOEt 3:7.

Tabela 8: Sub-fracdes da coluna cromatografica da sub-fracéo Fr 24-27 e seus
respectivos rendimentos.

Sub-fracéao Massa (mgQ) Sub-fracéao Massa (mg)
RF 1-3 0,8 RF 13-15 6,0
RF 4-6 11,4 RF 16-17 0,5
RF 7-8 19 RF 18-38 1,4
RF 9-12 0,9

Total: 22,9 mg




38

Obteve-se 363,50% de rendimento na coluna cromatografica. E possivel
observar que o rendimento total da coluna € maior do que a quantidade inicial
injetada. Isto deve-se a algum erro analitico durante a pesagem inicial da amostra ou
erro de calibracdo da balanca utilizada, visto que a segunda coluna cromatografica
foi realizada meses ap0s a primeira e nesse tempo a balanca do laboratorio passou

por calibracdo técnica.

5.5.3. Isolamento dos Constituintes Quimicos da Sub-fracdo RF 4-6

Com o objetivo de isolar as duas substancias quimicas contidas na sub-fracao
RF 4-6, 11,4 mg da amostra total foi aplicada na CCD. Na Tabela 9 tém-se as duas

novas sub-fracdes obtidas e seus respectivos rendimentos.

Tabela 9: Sub-fragdes da cromatografia semi-preparativa da sub-fracdo RF 4-6.

Sub-fracao Massa (mgQ)
Fp 3,03
Fa 8,20

Total: 11,23 mg

Obteve-se 98,51% de rendimento na cromatoplaca cromatogréfica.

5.6. Identificagdo dos Constituintes Quimicos Isolados

5.6.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Detector de
Arranjo de Diodos(CLAE-DAD)

ApOs visualizacdo da sub-fracdo Fr 24-27 por CCD, realizou-se analise CLAE-
DAD. A andlise foi realizada nos mesmos comprimentos de onda em que visualizou-

se as CCDs no espectrofotdmetro (254 e 365 nm).
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O perfil cromatografico foi analisado nos comprimentos de onda de 254 e 365
nm (Figura 13), os mesmos utilizados para andlise da sub-fracdo Fr 24-27 por CCD.
Na analise é possivel observar dois picos majoritarios, que possuem uma alta
intensidade (Figura 14). No comprimento de onda de 254 nm é possivel observar
maior porcentagem de area relativa nestes picos de maior intensidade, indicando
que este comprimento € mais adequado para observacdo dessas duas substancias
(Figura 15).
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Figura 13: Perfil cromatografico por CLAE-DAD da sub-fragcdo Fr 24-27. A:
Comprimento de onda de 254 nm. B: Comprimento de onda de 365 nm.
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Figura 14: Picos majoritarios presente no cromatograma por CLAE-DAD da sub-

fracéo Fr 24-27 no comprimento de onda de 254 nm.
A: Ampliacdo dos picos majoritarios presente no cromatograma. B: Espectro de UV
do pico em tempo de retencéo 15,01 minutos. C: Espectro de UV do pico em tempo

de retencéo 15,25 minutos.



Peaks Ret. Time Area Height Area % Height %

1 3614 112774 6773 0.804 0.310
2 9.723 503125 75637 3.587 3458
3 9876 1176032 157960 8.385 7.221
4 10.801 690615 103913 4924 4.750
5 11498 408377 70030 2912 3.201
6 12.129 116035 19944 0.827 0.912
7 12.747 62096 7313 0.443 0.334
8 12.933 92161 14054 0.657 0.642
9 13.248 135134 19070 0.963 0.872
10 13.595 222819 244903 1.589 1.120
11 14324 326770 57498 2330 2.628
12 14 731 43926 6085 0313 0.278
13 15.005 5776350 031413 41.183 42578
14 15.247 1950039 310420 13.903 14.190
15 T0.107] 249204 27994 T.777 1.280
16 16.749 100048 15818 0.777 0.723
17 17.007 273263 39358 1.948 1.799
18 17.173 44651 8265 0318 0.378
10 17.320 52402 10147 0374 0.464
20 18439 59797 9384 0426 0429
21 18.656 61701 6196 0.440 0.283
) 19.642 144681 21943 1.032 1.003
23 19.802 60544 11065 0432 0.506
24 20.053 199505 22209 1422 1.015
25 20.997 617795 08792 4405 4516
26 24.120 122479 17546 0.873 0.802
27 20.108 109731 14364 0.782 0.657
28 41474 305012 79868 2.175 3.651
Total 14026150 2187550 100.000 100.000
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Figura 15: Dados de tempos de retencdo, area, altura relativa de cada pico
observado no cromatograma em 254 nm. Maior porcentagem de area relativa nos
maiores picos.

5.6.2. Ressonancia Magnética Nuclear de *H

A aquisicdo do espectro de RMN de 'H da sub-fragdo Fr 24-27 (Figura 16) foi
realizada utilizando como solvente o cloroformio deuterado (CDCl3). O espetro de
RMN de 'H apresentou sinais de hidrogénios aromaticos em dH 7,514 — 7,714,
hidrogénios carbinélicos em 6H 4,287 — 4,363 e hidrogénios alifaticos em 6H 0,640 —
1,342.
consideravel grau de pureza para prosseguir com a elucidagdo estrutural da

(Figura 17). As integrais observadas indicam que a substancia esta com

substancia.
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Figura 16: Espetro de RMN de *H da sub-fracéo Fr 24-27.
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Figura 17: A: Espetro de RMN de 'H com sinais de hidrogénios aromaticos,
carbindlicos e alifaticos da sub-fracdo 24-27. B: Ampliacdo dos sinais de hidrogénios
aromaticos. C: Ampliacao dos sinais de hidrogénios carbindlicos. D: Ampliacdo dos
sinais de hidrogénios alifaticos.

A anélise de RMN de 'H da sub-fracéo Fp foi realizada utilizando como solvente
o cloroférmio deuterado (Figura 18). O espetro de RMN de 'H apresentou sinais
caracteristicos de substancia graxa, porém a substancia ndo estava totalmente
solivel nesse solvente e por isso utilizou-se o metanol deuterado (MeOD) para
solubilizar o restante da amostra e realizar outra andlise (Figura 19). E possivel que
essa cadeia graxa presente seja um contaminante adquirido ao decorrer dos
experimentos através de uma vidraria contendo detergente residual, ja que sua

banda na CCD em silica gel & de natureza polar.
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Figura 18: A: Espetro de RMN de *H da sub-fragéo Fp utilizando solvente CDCls. B:
Ampliacéo do espetro de RMN de *H da sub-fracéo Fp.
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Figura 19: A: Espetro de RMN de *H da sub-fracdo Fp utilizando solvente MeOD. B:
Ampliacéo do espetro de RMN de *H da sub-fracéo Fp.

A andlise de RMN de *H da sub-fracdo Fa foi realizada utilizando como solvente
o cloroférmio deuterado. O espetro de RMN de *H apresentou sinais de hidrogénios

aromaticos para-substituidos em 6H 7,502 — 7,713, hidrogénios carbinolicos em dH
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4,262 — 4,357 e hidrogénios alifaticos em 6H 0,814 — 0,982 (Figura 20). As integrais

indicam um grau de pureza compativel com a presenca de uma substancia

majoritaria.
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Figura 20: A: Espetro de RMN de 'H da sub-fracdo Fa com sinais de hidrogénios
aromaticos, carbinolicos e alifaticos. B: Ampliacdo dos sinais de hidrogénios
aromaticos. C: Ampliacdo dos sinais de hidrogénios carbindlicos. D: Ampliacdo dos

sinais de hidrogénios alifaticos.
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6. Concluséao

Na analise do perfil biolégico dos extratos etandlicos de arroz dos fungos
endofiticos codificados como HB5, HB6, HB7, HB10b, HB11lb, HB12b1l, HB12b2,
HB15, HB16, HB18b e HB19a, ndo foram ativos para atividade antimicrobiana em
nenhum dos micro-organismos indicadores na maior concentracdo testada. Porém o
extrato HB11lb mostrou-se promissor na producdo de compostos com atividade
citotbxica em células tumorais HCT-116 (célon-humano) na maior concentracdo
testada (50 pg/mL).

Na andlise do perfil quimico do extrato promissor HB11lb apds colunas
cromatograficas abertas resultou duas substancias isoladas, codificadas como Fp e
Fa.

Nos dados espectroscépicos, através do perfil cromatografico por CLAE-DAD
para sub-fracdo Fr 24-27 obteve-se dois picos majoritarios. A substancia Fp
apresentou sinais de cadeia graxa.e a substancia Fa apresentou sinais de

hidrogénios aromaticos, carbindlicos e alifaticos.

Como perspectivas futuras, tem-se a realizacdo de RMN **C, espectros
bidimensionais e espectroscopia de massas a fim de realizar a elucidacdo da
substancia Fs. Além disso, a realizacdo da analise biologica da atividade citotdxica
utilizando células tumorais mais sensiveis com os extratos brutos obtidos do cultivo

em arroz.
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Anexos

Anexo 1

Isolamento dos Fungos Endofiticos

Os fungos endofiticos utilizados foram isolados pelas Mestrandas Juliana
Givisiéz e Maria Sandra Ramos Queiroz e alunos de Iniciagdo Cientifica Leticia
Carneiro e Alan da Silva no laboratorio de microbiologia do LaProN, segundo a
metodologia a seguir:

Os galhos e as folhas da espécie vegetal foram lavadas em agua corrente, e
esterilizadas superficialmente da seguinte maneira: imersdo em alcool etilico 70%
por 2,5 minutos; solu¢do de hipoclorito de sédio 5%, um grupo por 60 e outro por 90
segundos para folhas e 5 minutos para galhos; imersdo em alcool etilico 100% por 1
minuto; e, por fim, em agua destilada estéril. Em seguida o material foi cortado em
pequenos fragmentos, sendo estes inoculados em placas de Petri contendo meio
Batata Dextrose Agar (BDA). Além disso, realizou-se um controle para cada tempo
de esterilizacéo a ser utilizado. Para isso, foi feito a inocula¢do de cerca de 20-30 uL
da agua estéril utilizada na dltima lavagem em meio BDA. A auséncia de
crescimento de micro-organismos nesta etapa com agua estéril referente a Ultima
lavagem indicou o isolamento apenas de micro-organismos endofiticos
(GUIMARAES et al, 2008). A coleta e purificacdo das diferentes cepas foram feitas
pelo repique em tubos de ensaio slant, contendo meio BDA. Estoques das linhagens
foram preparados para adequada preservacdo das mesmas utilizando-se duas

metodologias: em agua estéril (CASTELLANI, 1939) e 6leo mineral.

Cultivos em Meio Sélido de Arroz

Os cultivos em meio sélido de arroz foram realizados pelos alunos de Iniciagdo
Cientifica Leticia Carneiro e Alan da Silva no laboratério de microbiologia do LaProN,
segundo a metodologia a seguir:

Os fungos endofiticos foram repicados em meio BDA e postos para crescer por 7
dias, a 30 °C. Em seguida, preparou-se Erlenmeyers, cada um contendo 90 g de
arroz e 90 mL de 4gua destilada. Esses foram autoclavados por 40 minutos, a fim de

esterilizar o meio. Entdo 12 fragmentos (discos de 0,5 cm de diametro) dos fungos
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crescidos foram acrescentados a esse meio sélido de arroz. Como o controle tinha-
se dois Erlenmeyers somente com arroz. As culturas foram deixadas em
crescimento estatico, a 30° C, por 21 dias. Apds o periodo de cultivo foram extraidas
com etanol (cerca de 150 mL ou até a submersao total da cultura), em maceracao
estatica por um periodo de 7 dias, seguida de filtracdo e concentracdo em

rotaevaporados, obtendo-se assim os extratos etanolicos de arroz (EEA).
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Anexo 2

Ensaio do Efeito Citotoxico em Células Tumorais

O ensaio citotéxico foi realizado pelo Laboratorio de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara. A citotoxidez dos extratos foi determinada através
de ensaios colorimétrico do MTT (MOSMAN, 1983) utilizando a linhagem celular
tumoral humana HCT-116 (célon — humano), cultivadas em meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos. Essa linhagem é
mantida em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na densidade de 0,7 x 10°.
As amostras foram adicionadas e as placas foram incubadas por 72 horas em estufa
a 5% de CO; a 37 °C. Os extratos previamente solubilizados em DMSO (10 mg/mL)
foram testados em duas concentragdes: 5 pg/mL e 50 ug/mL. As absorbancias foram

obtidas com o auxilio de um espectofotdmetro de placa a 595 nm.



