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RESUMO

Passiflora incarnata encontra-se entre as plantas medicinais mais estudadas no ambito
farmacolodgico, cujas propriedades medicinais sdo atribuidas principalmente aos seus
fitoconstituintes, tais como compostos fendlicos, alcaldides e flavonoides. Ja foi constatado
que os fungos endofiticos, aqueles vivem no interior de plantas, compartilhando com as
mesmas uma interacdo simbidtica. Estes enddfitos estdo presentes em todas as plantas e
muitas vezes partilham dos mesmos metabdlitos que sua hospedeira. Devido ao seu enorme
potencial de exploracdo, os fungos endofiticos sdo considerados um dos mais importantes
recursos para a obtencdo de novos agentes terapéuticos, pois um grande numero de
metabolitos estruturalmente novos e biologicamente ativos tem sido relatado para esses
organismos. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi isolar fungos endofiticos presentes
em folhas de P. incarnata e avaliar seu potencial biotecnoldgico, quanto a presenca de
compostos fenolicos, flavonoides e atividade antioxidante. Das 120 folhas analisadas, um
total de 315 fungos endofiticos foi obtido; foi possivel identificar 16 taxons distintos, dentre
eles Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Curvularia spp., Phoma spp.,
Neurospora spp., Trichoderma spp e representantes dos Mucoromycotina. A maioria dos
isolados ndo apresentou esporulacdo. Os 60 endofitos utilizados nos ensaios produziram ao
menos um composto fitoquimico, 60% (n=36) foram positivos para saponinas, 76% (n=46)
para flavonoides, 93% (n=56) para compostos fendlicos, apenas 3% (n=2) para taninos, e
nenhum fungo apresentou alcaldides no filtrado. O teor de flavonoides e fendis totais do
extrato de n-Butanol, determinado espectrofotometricamente revelou que a maioria dos
fungos analisados foram bons produtores destes compostos, com destaque para os isolados
Trichoderma sp./LMA 1684 e Aspergillus sp. 1/LMA 1720, com 213,69 mg.g™ e 187,3 mg.g’
! respectivamente, para flavonoides totais expressos em rutina, enquanto para fenéis totais 0s
isolados LMA 1713 e LMA 1824, ambos fungos ndo esporulantes, apresentaram os teores
184,94 mg.g™ e 187,05 mg.g” , respectivamente. Todos os endéfitos apresentaram atividade
antioxidante frente ao radical livie DPPH. O extrato butandlico do fungo Aspergillus
versicolor/LMA 1705 (94%) foi maior que o padrdo BHT (90,27%) e rutina (91,98%). A
fracdo AcOEt e BUOH de cincos fungos selecionados apresentou metab6litos com atividade
antioxidante, entre as amostras, a fragdo BuOH do fungo Trichoderma sp./LMA 1684
mostrou a atividade de eliminacdo do radical livre DPPH mais baixa (valor de ICso de 304,18
mg/mL ), enquanto a fracdo AcOEt do fungo Chaetomium sp./LMA 1793 com um valor de
ICs de 0,21 mg/mL exibiu uma atividade antioxidante maior que os controles positivo BHT
(0,42 mg/mL ), Rutina (0,25 mg/mL ), e Acido Ascdrbico (0,23 mg/mL). Foi realizada CG-
EM da fracdo acetato de etila em cinco fungos previamente selecionados e foi constatada a
presenca do metabdlito orcinol (3,19%) em Aspergillus versicolor/LMA 1705, 4-
metoximetilfenol (4,79%), Sorbicillina (33,59%) e ergosterol (23,08%), presentes em
Trichoderma sp./LMA 1684 e isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7-octahidroazuleno no
endéfito Fusarium sp. 4. O estudo mostrou um grande potencial de aplicacdo em
biotecnologia dos endofiticos de P. incarnata.

Palavras-chave: Antioxidante. Compostos fenolicos. Flavonoides. Saponinas. Metabdlitos
Secundarios.



ABSTRACT

Passiflora incarnata is among the most studied medicinal plants in the pharmacological field,
whose medicinal properties are attributed mainly to its phytochemicals, such as phenolic
compounds, alkaloids and flavonoids. It has been found that endophytic fungi, which are
those living inside plants, share a symbiotic interaction with their hosts. These endophytes are
present in all plants and often share the same metabolites as the plants they live. Due to their
enormous potential for exploitation, endophytic fungi are considered one of the most
important resources for obtaining new therapeutic agents, since a large number of structurally
new and biologically active metabolites have been reported from these microorganisms. In
this context, the objective of this work was to isolate endophytic fungi present in leaves of P.
incarnata and to evaluate their biotechnological potential, regarding the presence of
phytochemicals, phenolic compounds, flavonoids and antioxidant activity. From a total of 120
leaves analyzed 315 endophytic fungi were obtained. It was possible to identify 16 distinct
taxa, among them Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Curvularia spp., Phoma
spp., Neurospora spp., Trichoderma spp. and Mucoromycotina representatives. Many showed
no sporulation at all. All 60 endophytes used in the trials produced at least one phytochemical
compound, 60% (n = 36) were positive for saponin, 76% (n = 46) for flavonoids, 93% (n =
56) for phenolic compounds, only 3% (n = 2) for tannins, and no one presented alkali in the
filtrate. The total flavonoid and phenol contents of the n-Butanol extract,
spectrophotometrically determined, showed that most of the analyzed fungi were good
producers of these compounds, especially the isolate Trichoderma sp./LMA 1684 and
Aspergillus sp. 1/LMA 1720 213.69 mg.g' and 187.3 mg.g" respectively, for total
flavonoids expressed in rutin, and for total phenols the isolate LMA sp. 6 and LMA sp. 26
with 184.94 mg.g" and 187.05 mg.g" respectively. All endophytes presented antioxidant
activity against free radical DPPH. Butanolic extract of the fungus Aspergillus
versicolor/LMA 1720 (94%) was higher than the BHT (90.27%) and routine (91.98%)
standard. The AcOEt and BuOH fraction of five fungi presented metabolites with antioxidant
activity, among the samples, the BUOH fraction of the Trichoderma sp./LMA 1684. showed
the lowest free radical DPPH elimination activity (ICso value of 304.18 mg/mL), while the
AcOEt fraction of Chaetomium sp./LMA 1793 with an ICs value of 0.21 mg/mL showed
better antioxidant activity than the BHT (0.42 mg/mL), rutin (0.25 mg/mL), and ascorbic acid
(0.23 mg/mL). CG-MS of the ethyl acetate fraction was performed in five previously selected
fungi and the presence of the orcinol (3.19%) in Aspergillus versicolor/LMA 1705, 4-
methoxymethylphenol (4.79%), Sorbicillin (33.59%) and ergosterol (23.08%), present in
Trichoderma sp./LMA 1684 and isopropenyl-1,4-dimethyl-1,2,3,3a, 4,5,6,7-octahydroazulene
in the endophyte Fusarium sp. 4/LMA 1719. This study highlighted a great biotechnological
application of the P. incarnata endophytes.

Keywords: Antioxidant. Phenolic compounds. Flavonoids. Saponins. Secondary metabolites
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1. INTRODUCAO

Os fungos apresentam uma grande variedade de modos de vida, merecendo destaque o
endofitismo. Tal associa¢éo é importante pois pode apresentar grande diversidade quimica e o
ineditismo de moléculas e de suas atividades bioldgicas. Sabe-se que todas as plantas
hospedam ao menos um tipo de fungo endofitico, e que os metabdlitos secundarios desses
micro-organismos estdo diretamente relacionados com a sua planta hospedeira (GONTHIER
et al., 2006; KRINGS et al., 2007). Apesar disso, poucas espécies vegetais foram estudadas
completamente em relacdo a sua biologia endofitica até 0 momento (BARROS, 2003; VAZ et
al., 2014). Buscar a utilizacdo destes micro-organismos como fontes destes compostos € uma
estratégia interessante e relevante para o progresso da biotecnologia.

Os metabolitos secundarios possuem diversas func@es fisiologicas, muitas das quais
comuns tanto as plantas como aos micro-organismos. Estudos anteriores no sentido de
explorar a diversidade botanica para buscar novos farmacos levou a descoberta de isolados
microbianos capazes de sintetizar compostos bioativos inicialmente considerados
exclusivamente vegetais. Nos Ultimos 25 anos, a evidéncia de que todas as plantas sdo
habitadas por uma comunidade microbiana, e a continua constatacdo de que esta é capaz de
produzir os metabdlitos de sua planta hospedeira, despertou a pesquisa por endofiticos com
potencial aplicacdo em areas como a industria farmacéutica, agronémica, alimenticia e
quimica (NICOLETTI; FIORENTINO, 2015).

Assim como muitas outras plantas medicinais, a espécie Passiflora incarnata L.
(maracuja) ndo possui sua microbiota endofitica caracterizada, nem relatos na literatura sobre
isolamento e bioprospeccdo de seus fungos. A planta € utilizada principalmente como
sedativa, tranquilizante e antiespasmadica, dentre outros, sendo uma das mais estudadas no
ambito farmacoldgico, principalmente no que diz respeito ao uso de suas folhas (DHAWAN
et al., 2001). As principais substancias bioativas em P. incarnata sdo compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides, C-glicosideos derivados de apigenina e luteolina (vitexina,
isovitexina, orientina, isoorientina) e alcaloides (MULLER, 2005).

Segundo Aguiar (2007) muitas empresas podem perdem até 50% do teor dos
metabolitos desejados durante as etapas de processamento do vegetal, principalmente na
lavagem ou remocdo das partes da planta. A adocdo de estratégias que visem reduzir essas
perdas ou descobrir novas formas de aumentar a sintese desses metabdlitos na propria planta é
extremamente interessante. Testar o potencial de producdo desses compostos por micro-

organismos endofiticos € um caminho viavel e recomendado na literatura.
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A busca por novos produtos para as industrias farmacéuticas e agroquimicas ¢ um
processo continuo. A exploragdo de substratos naturais constitui a estratégia de maior sucesso
para a descoberta de novas moléculas de importancia industrial e biotecnologica. Neste
contexto, o presente trabalho objetivou conhecer a diversidade de fungos endofiticos
presentes no maracujéa (P. incarnata) mediante seu isolamento a partir das folhas, e verificar
as potencialidades biotecnoldgicas dos isolados quanto a producdo de moléculas bioativas
como compostos fendlicos, flavonoides, saponinas e compostos com atividade antioxidante.
Para tal, houve ainda a necessidade de rever metodologias de extracdo e andlise, 0 que

colaboraré para fundamentar projetos futuros inseridos neste contexto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Passiflora

O género Passiflora é o mais representativo da familia Passifloraceae, com um total de
400 a 530 espécies (SCHOTSMANS; FISCHER, 2011; ULMER; MACDOUGAL, 2004;
DHAWAN, 2004; JUDD et al., 2009; BERNACCI, et al., 2003). Ele é encontrado em regides
temperadas e tropicais, principalmente no continente americano, com destaque para a
Ameérica do Sul, onde ha mais individuos pertencentes ao género, enquanto os demais estdo
distribuidos em algumas localidades da Asia e Oceania (MACDOUGAL, 1994; MCGUIRE,
1999; ULMER; MACDOUGAL, 2004; CRONQUIST, 1981).

As espécies do género Passiflora sdo popularmente conhecidas como maracujas, cujo
nome é proveniente da lingua tupi. De acordo com Zeraik et al. (2010) essa palavra significa
“fruto de sorver” ou “polpa que se toma de sorvo”, enquanto Faleiro et al. (2005) sugere que é
“alimento em forma de cuia”. Mas a planta também ¢ conhecida como “flor-da-paixao, pois a
morfologia de suas flores representaria os simbolos da Paixdo de Cristo (HOEHNE, 1937,
SOUZA; MELETTI, 1997; FALEIRO et al., 2005).

As plantas do género Passiflora possuem propriedades ansiolitica, sedativa
(BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000; AKHONDZADEH et al., 2001),
antioxidante (COSTA; TUPINAMBA, 2005; ZERAIK et al., 2010), anti-inflamatoria
(BENICA et al., 2007), antimicrobiana (MAHADY et al., 2005; MOANASUNDARI et al.,
2007), cicatrizante (GONCALVES FILHO et al.,, 2006; DA SILVA et al., 2006),
antitussigena (DAHWAN et al., 2003), anti-hipertensiva (ICHIMURA et al., 2006), diurética,
analgésica, vermifuga e antitumoral, além de serem utilizadas no tratamento de dependéncia
qguimica, obesidade, controle de tremores e distarbios nervosos (DHAWAN et. al., 2004;
COSTA; TUPINAMBA, 2005; ZERAIK et. al., 2010 apud SOZO, 2014), pois agem sobre o
Sistema Nervoso Central (DHAWAN et al., 2003).

Existe um grande nimero de espécies do género Passiflora e até 0 momento nenhuma
dessas espécies possuem caracterizacdo de sua microbiota endofitica nem mesmo as trés
especies que apresentam interesse comercial (P. edulis, P. alata e P. incarnata). Conhecida
como maracuja azedo, P. edulis é muito apreciada pela qualidade de sua polpa, sendo usada
principalmente na producdo de bebidas. P. alata, popularmente chamada de maracuja doce,
também possui uma polpa muito valorizada, tem o extrato de suas folhas incluido em

diversos farmacos e é utilizada para ornamentagdo (DOYAMA et al., 2005). Finalmente, P.
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incarnata apresenta maior destaque na producao de varios fitoterapicos, sendo muito estudada
para tal aplicagdo (GOSMANN et al., 2011).

2.1.1. Passiflora incarnata

A espécie P. incarnata € originaria da América do Norte, nativa da regido sudeste dos
Estados Unidos, e adaptada a invernos rigorosos. E muito utilizada na ornamentacéo de
jardins, devido a beleza de suas flores, e apresenta grande importancia farmacéutica em razao
de suas propriedades medicinais (DHAWANETAL et al., 2004; CENTROFLORA, 2011,
MCGUIRE, 1998). Constitui planta trepadeira, herbacea, que se expande com o auxilio de
gavinhas. Conhecida como maracuja-vermelho, silvestre ou maypop, como é denominada nos
EUA, possui folhas simples, alternas e com bordas serrilhadas, que medem de 6 a 15 cm de
comprimento. Suas flores sdo grandes, perfumadas, brancas na parte adaxial das pétalas e
sépalas, de coloracdo branca, azul clara, lavanda, rosa e/ou roxa na regido da corola, que
possui diversos filamentos (Figura 1). Os frutos sdo ovais, do tipo baga, de cor verde clara e
polpa branca (LORENZI, 2002; CENTROFLORA, 2011; COFFEY, 1993; MACDOUGAL,
1994; MCGUIRE, 1998; BRUCKNER; PICANCO, 2001).

Figura 1 — Aspectos morfoldgicos da flor, folha e fruto de P.incarnata

Fonte: arquivos pessoais (2016).

No Brasil o cultivo da espécie é voltado a comercializacdo das folhas em razdo de suas
propriedades farmacoldgicas, como o Grupo Centroflora de Botucatu, por exemplo, que
comercializa seus extratos vegetais (CAMPOS et al., 2014). A baixa producao e o sabor ndo
muito agradavel dos frutos desfavorecem o valor comercial dos mesmos (BRUCKNER;
PICANCO, 2001; MCGUIRE, 1998; REIMBERG, 2006).
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Alonso (1998) afirma que nas folhas de P. incarnata ha alcal6ides, aminoécidos,
carboidratos, cianoglicosideos, compostos volateis, fenois e maltol, todavia os flavonoides sdo
0s mais abundantes chegando a 2,5% dos metabdlitos secundarios, em particular as C-
glicosil-flavanas derivadas da isovitexina, iso-orientina, vicentina e leucenina (RAFFAELLI
et al., 1997; LORENZI; 2002; MARCHART et al., 2003). As concentracdes podem oscilar,
como acontece com a isovitexina das folhas que é maior no periodo pré-floracéo e durante sua
ocorréncia (SCHILCHER, 1968; MENGHINI; MANCINI, 1988; ABOURASHED;
VANDERPLANK; KHAN, 2002).

O maracuja vermelho é usado em diversas prepara¢des farmacéuticas, em combinacao
com outras drogas (TANKANOW et al., 2003). Além do efeito sedativo e ansiolitico, testes
clinicos com P. incarnata mostraram boa resposta no tratamento preventivo dos sintomas da
sindrome de abstinéncia de opiaceos (AKHONDZADEH, et al., 2001). Fica evidente que as
diversas utilizacbes desta planta como fitoterdpica (SPERONI; MINGHETTI, 1988;
DHAWAN et al., 2004; SOUSA et al., 2008), em uma sociedade cada dia mais estressada e
com inimeros problemas de ansiedade, justificam o interesse e 0s estudos sobre esta espécie

vegetal.

2.2. Micro-organismos endofiticos

O termo “endofitico”, originalmente introduzido por de Bary (1866), refere-se a
qualquer organismo que vive no interior de tecidos vegetais vivos. Os micro-organismos
endofiticos eram considerados seres microscépicos que habitavam o interior de tecidos
vegetais aéreos (em pelo menos uma parte do seu ciclo vital), mas sem causar danos aparentes
a planta hospedeira (CARROLL, 1986; PETRINI et al., 1991).

Uma definicdo mais recente de enddfitos afirma que estes sdo micro-organismos
(cultivaveis ou ndo) que vivem no interior de tecidos vegetais vivos, de forma a ndo
prejudicar o hospedeiro e sem emitir estruturas externas, diferentemente de bactérias
nodulantes e fungos micorrizicos (AZEVEDO; ARAUJO, 2006). Evidéncias sugerem que as
associacOes entre vegetais e endofitos podem ter evoluido a partir do surgimento das plantas
superiores na Terra (REDECKER et al., 2000).

Somente a partir da década de 80 os estudos sobre a microbiota endofitica
intensificaram-se, devido a necessidade de uma melhor compreensdo acerca da fisiologia,

genética, ecologia e interacBes entre vegetais e endofitos (BARROS, 2003). Conforme
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mencionado por Firakova et al. (2007), todas as espécies vegetais estudadas, até a publicacdo
de seu trabalho, haviam apresentado micro-organismos endofiticos.

A producdo de metabolitos de interesse biotecnologico constitui fator relevante na
escolha de uma planta como alvo de estudo, pois € possivel que o endéfito tenha adquirido
geneticamente a capacidade de produzir biomoléculas durante sua co-evolugdo com o vegetal.
Segundo Azevedo (1999), a capacidade que os enddfitos possuem de produzir compostos
bioativos originalmente produzidos pela planta, facilita a producdo da substancia de interesse
por fermentacédo industrial, protegendo desta maneira, plantas de crescimento lento. Existem
espécies vegetais cujas comunidades endofiticas ja foram caracterizadas: Triticum aestivum
(LARRAN et al., 2002); Dicksonia sellwiana (BARROS., 2003); Palicourea longiflora e
Strychnos cogens (SOUZA et al., 2004); Bactris gasipaes (ALMEIDA et al., 2005); Glycine
max (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005); Citrus limon (DURAN et al., 2005); Lithachne
pauciflora (HIGGINS et al., 2014);Oplismenus hirtellus (HIGGINS et al., 2014); Panicum
pilosum (HIGGINS et al., 2014); Luma apiculata (VAZ et al., 2014).

Bactérias do género Erwinia, ocorrem no interior da soja e produzem metabolitos que
protegem a planta contra o ataque do fitopatdgeno Pseudomonas syringae pr. glycinea (VLOT
et al., 2009). Outro exemplo bem elucidado foi a descoberta do anticancerigeno paclitaxel
(taxol), o qual inicialmente foi encontrado e extraido da espécie Taxus brevifolia
(LEDWITCH et al., 2013), até que Stierle et al. (1993) isolaram o composto do fungo
Taxomyces andreanae, um endofitico da planta. O mesmo ocorreu com o antitumoral
podofilotoxina (EYBERGER et al., 2006), o inseticida azadiractina (KUSARI et al., 2012) e
os antidepressivos hiperina e emodina (KUSARI et al., 2008).

2.2.1. Fungos endofiticos: biodiversidade e aplicacdes biotecnoldgicas

Os enddfitos ainda sdo pouco explorados apesar de constituirem uma fonte praticamente
inesgotdvel de produtos naturais bioativos (GUNATILAK, 2006; STANIEK;
WOERDENBAG; KAYSER, 2008; KOUSARI; SPITELLER, 2010). Pesquisas voltadas ao
estudo da microbiota endofitica também permitem a descoberta de géneros e espécies ainda
ndo descritas, que podem ser potenciais produtores de alguma molécula de interesse
biotecnologico (GUNATILAKA, 2006). Segundo Strobel e Daisy (2003), alguns micro-
organismos podem mimetizar a quimica de sua planta hospedeira, de modo que sdo capazes

de produzir o mesmo produto natural da planta.
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Metabdlitos secundarios ja isolados de fungos endofiticos pertencem aos mais variados
grupos estruturais, dos quais destacam-se: esteroides, terpenoides, xantonas, fendis (dentre
eles os flavonoides), isocumarinas, derivados perilenos, quinonas, furandionas,
depsipeptideos e citocalasinas, por exemplo (SCHULZ; BOYLE, 2005; QIU et al., 2010).
Conforme Strobel e Daisy (2003), alguns desses compostos apresentaram fungdes bioldgicas
antibacterianas, antifingicas, antioxidantes, antivirais, anti-helminticas, antitumorais,
antimalaricas, anti-inflamatorias, laxativas, antidiabéticas e imunossupressoras. Alguns desses
metabolitos podem, inclusive, ser utilizados em processos de controle biologico e
biorremediagéo (GUO et al., 2008).

Fungos endofiticos também podem produzir uma ampla quantidade de enzimas tais
como proteases, celulases, lipases e outras, com diversas aplicacbes industriais,
principalmente na indastria téxtil (amilase, celulase, oxidorredutases), de detergentes
(protease, lipase, celulase, oxidorredutases), de alimentos (pectinase, protease, celulase,
oxidorredutases), de papel (xilanase, oxidorredutases e lipase) e de couro (protease, lipase)
(NIELSEN; XENBOLL, 1998; FRIEDRICH et al., 1999).

Neste contexto, muitas espécies de plantas medicinais também sdo bioprospectadas para
endofitos, para averiguar a capacidade desses micro-organismos em produzir um ou mais
metabdlitos secundarios presentes no hospedeiro (KOUSARI; SPITELLER, 2011). A espécie
Hypericum perforatum produz um composto antidepressivo chamado hipericina, que também
é produzido por um de seus fungos endofiticos (BROCKMANN et al., 1950; KUSARI et al.,
2008, 2012). Em Juniperus communis ha& enddfitos que também sintetizam a
desoxipodofilotoxina, substancia utilizada na producdo de medicamentos anticarcinogénicos
(KUSARI et al.,2009; HARTWELL et al., 1953). J& em Daphnopsis Americana, um
diterpenoide, com acdo antimicrobiana, foi isolado de fungos endofiticos associados (SINGH
et al., 2000).

2.3. Metabolitos secundarios

Assim sdo denominados 0s compostos organicos que ndo estdo diretamente envolvidos
nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos. Ao contrario
dos primarios, a auséncia de metabdlitos secundarios ndo resulta na morte imediata do
individuo, mas frequentemente tém um papel importante nas defesas vegetais contra a
herbivoria e outras defesas inter-especificas (DEMAIN; FANG, 2000). As possibilidades

geneticamente codificadas para a producdo de metabdlitos secundarios, os estimulos da
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producéo e as fitotoxinas especiais determinam, basicamente, as interagdes entre fungos e
plantas hospedeiras (PUSZTAHELYI et al., 2015). Como resultado, o metabolismo
secundario de plantas e fungos tem gerado pesquisa de grande impacto, inclusive para a
producdo de polifendis, alcaloides, saponinas e aqueles com atividade antioxidante, os quais

possuem ampla aplicacdo biotecnoldgica.

2.3.1. Compostos fenolicos

Compostos fenolicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromaético
no qual, ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (Figura 2). Essas
moléculas estdo amplamente distribuidas no reino vegetal e nos micro-organismos, mas as
vezes podem estar presentes em uma Unica planta ou fungo (SOARES, 2002; PATIL et
al.,2015; CARVALHO et al., 2010).

Eles exibem varias propriedades farmacologicas: tem funcdo antialérgica, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, anticarcinogénica, cardioprotetora e vasodilatadora
(MIDDLETON; KANDASWAMI, 1994; BENAVANTE-GARCIA et al., 1997; SAMMAN;
LYONS WALL; COOK, 1998; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001). Além disso, sdo
excelentes antioxidantes, pois devido as suas propriedades de oxido redutoras podem
combater os radicais livres, quelar metais de transicdo, interromper a propagacao dos radicais
livres na oxidacdo lipidica, modificar o potencial redox do meio e reparam lesbes de
moléculas atacadas por radicais livres (PODSEDEK, 2007; KYUNGMI; EBELER, 2008;
DEL-RE; JORGE, 2012).

Figura 2 - Estrutura béasica dos fenois
OH

Fonte: arquivos pessoais (2017).

Os compostos fenolicos séo classificados da seguinte maneira: pouco distribuidos na
natureza, polimeros e largamente distribuidas na natureza. Além disso, sdo divididos em dois
grupos: flavonoides e derivados, acidos fendlicos e cumarinas. (RIBEREAU-GAYON, 1968;
CARVALHO et al., 2010). Entre aqueles classificados como pouco distribuidos na natureza
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encontram-se os fenois simples, pirocatecol, hidroquinona e resorcinol, além de aldeidos
derivados de acido benzdico, um constituinte de 6leos essenciais, como a vanilina. Apesar de
serem encontrados com certa frequéncia, esses compostos apresentam-se em nimero reduzido
(SOARES, 2002).

Os polimeros séo representados pelos taninos e ligninas que ndo se apresentam em
forma livre nos tecidos vegetais. Os taninos, por exemplo, sdo compostos fendlicos de alto
peso molecular que podem ser classificados em dois grupos, de acordo com seu tipo
estrutural: taninos hidrossoliveis e condensados (SANTOS; MELLO, 2010).

Os compostos fenolicos, largamente distribuidos na natureza, sdo os flavonoides
(antocianinas, flavonadis e seus derivados), acidos fendlicos (acidos benzdico, cinamico e seus
derivados) e cumarinas (KING; YOUNG, 1999). Os flavonoides apresentam grande
importancia medicinal e econdmica, pois exibem diversas acdes sobre sistemas bioldgicos,
como atividade antioxidante e anti-inflamatéria (PELZER et al., 1998;
DEGASPARI;WASZCZYNSKYJ, 2004; GARCIA-LAFUENTE et al., 2009).

2.3.2 Flavonoides

Flavonoides sd@o metabdlitos secundarios, sintetizados por plantas e alguns fungos
(TAIZ; ZEIGER, 2013; QIU et al., 2010) e nos vegetais sdo responsaveis pela pigmentacdo
(como vermelho e azul), pela atracdo de polinizadores, pela protecdo contra a radiacdo
ultravioleta, patdgenos, herbivoros, entre outras funces (HARBORNE; WILLIANS, 2000;
HEIM, TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012). S&o os
compostos fendlicos mais diversificados, apresentam estrutura basica formada por C6-C3-C6
(Figura 3).

Figura 3 - Estrutura bésica dos flavonoides

Fonte: arquivos pessoais (2017).
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Ja foram descritos mais de 8.000 tipos desse composto. E entre eles as antocianidinas,
catequinas, flavonois, flavononas, flavonas e isoflavonas constituem as principais classes
deste metabdlito (Figura 4) (BRAVO, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Figura 4 — Principais classes de flavonoides.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Essas biomoléculas apresentam propriedades farmacoldgicas diversas e de interesse
biotecnoldgico como: atividade anti-inflamatdria, de efeito valodilatador, acdo antialérgica,
antitumoral, antimicrobiana, antiviral, anti-hepatotoxica, antiulcerogénica e antiplaquetaria
(LIN et al., 1997).

Entre suas principais fungbes destacam-se as propriedades antioxidantes. Segundo
Nawar (1985) os flavonoides e outros derivados fenolicos agem durante o inicio e a
propagacdo do processo oxidativo, atuando por sinergismo com outros antioxidantes, pois
capturam e neutralizam agentes oxidantes como o anion superéxido (O%), radical hidroxila ou
radical peroxido. Apesar da eficacia de compostos fendlicos, e alguns de seus derivados na
prevencdo da oxidacdo lipidica, poucos tem seu uso autorizado em diversos setores da
indUstria (de alimentacdo, farmacéutica e cosméticos) em decorréncia de sua alta toxicidade
(SHAHIDI et al., 1992).

A literatura relata a biossintese desses compostos por diversas linhagens de fungos
endofiticos, com possibilidade de aplicacdo biotecnoldgica dos mesmos, uma vez que sdo

fontes naturais dessas substancias. Huang et al. (2010) isolou estirpes do género Fusarium sp.
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capazes de produzir tectorigenina (6-metoxi-5,7,4'-tri-hidroxisoflavona) e outras isoflavonas.
O flavonoide Kaempferol foi encontrado em Mucor fragilis, presente em rizomas de
Sinopodophyllum hexandrum (Berberidaceae) (HUANG et al., 2014) e em Fusarium
chlamydosporum, extraidos do caule de Tylophora indica (Apocynaceae) (CHATURVEDI et
al., 2014). Enquanto Gao et al. (2012) constatou que o endéfito Chaetomium globosum,
isolado de Cajanus cajan, sintetizou apigenina (4 ', 5,7-tri-hidroxiflavona).

2.3.3. Antioxidantes

Radicais livres sdo compostos oxidantes, que se formam naturalmente durante a
ocorréncia de reacfes metabolicas, ou devido a exposicdo a fatores exdgenos. Eles capturam
elétrons de biomoléculas para adquirir estabilidade e por isso sdo eletricamente instaveis. Essa
instabilidade pode desencadear um efeito cascata, em razdo do desequilibrio entre
mecanismos pré-oxidantes e antioxidantes, provocando o chamado estresse oxidativo (EO)
gue nada mais é do que o aumento na concentracdo desses compostos (KRISHNAMURTHY;
WADHWANI, 2012; CHITRA; PILLAI, 2002; SLATER, 1984).

De acordo com a literatura, o estresse oxidativo provoca danos celulares, o que leva ao
processo de envelhecimento e desenvolvimento de patologias diversas, tais como cancer,
diabetes, doenca de Alzheimer, acidente vascular cerebral, ataque cardiaco e aterosclerose
(SIES, 1985, WORTHINGTON BIOCHEMICAL, 2009; KRISHNAMURTHY;
WADHWANI, 2012).

Segundo Halliwell (2000), “antioxidante é qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo”, ou seja, S80 compostos capazes de atrasar ou inibir
0 processo oxidativo. Essas moléculas também tém demonstrado uma infinidade de atividades
bioldgicas, tais como antimicrobiana, antiparasitaria, antifingica entre outras. Elas podem ser
produzidas pelo proprio organismo, ou ser ingeridas por meio da alimentagdo, como é o0 caso
de algumas vitaminas (E, C e pré-vitamina-A) e compostos fenolicos (flavonoides e
poliflavonoides) presentes nos alimentos, especialmente os de origem vegetal. Além de seus
beneficios a salde, os antioxidantes também s&o muito utilizados na industria, pois evitam a
oxidacdo de produtos diversos tais como farmacos, cosméticos e alimentos (PIETTA, 2000;
HALLIWELL et al., 1995; FAURE et al., 1985; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais € vantajosa, tanto pelos

beneficios a satde quanto pela sua funcionalidade. Estudos relatam que antioxidantes naturais
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apresentam maior solubilidade em &gua e 6leo, sdo Uteis no preparo de emulsBes e outras
formulagdes, além de permitir um melhor aproveitamento de residuos alimentares como
folhas, sementes e cascas (DORKO, 1994; OLIVEIRA et al., 2009)

Os antioxidantes naturais estdo presentes em plantas, tecidos animais e micro-
organismos, como os fungos endofiticos. A literatura reporta a ocorréncia de varios fungos
endofiticos produtores de biomoléculas com agdo antioxidante. Entre os enddéfitos j& descritos
com este potencial, encontram-se espécies como Penicillium sp., Aspergillus candidus,
Mortierella, Emericella falconensis, Acremonium sp., Colletotrichum gloeosporioides,
Antrodia camphorata, Chaetomium sp. e Cladosporium sp. (PERRON; BRUMAGHIM,
2009; RIOS et al., 2006; HUANG et al., 2007; MOON et al., 2006; SONG; YEN, 2002;
ARORA; CHANDRA, 2010). Nesse sentido, entende-se que mais pesquisas relacionadas aos
compostos bioativos produzidos pelos fungos necessitam ser realizadas, para incrementar o0s
conhecimentos relacionados a esses seres vivos, bem como permitir a descoberta e utilizagdo

de novos antioxidantes naturais.

2.3.4. Saponinas

Saponinas sdo glicosideos, que possuem em sua estrutura uma aglicona esteroidal ou
triterperndide, ligada a uma ou mais cadeias de aglcar. Quando sdo agitadas em agua formam
espuma, € por esse motivo recebem tal denominacdo (do latim sapo = sabdo). Elas sdo
moléculas amplamente distribuidas no Reino Vegetal, ocorrendo em cerca de 100 familias
botanicas, onde atuam, principalmente, como agentes antipatogénicos (OLESZEK, 2000;
KALINOWSKA et al., 2005, GUCLU-USTUNDAG; BALSEVICH; MAZZA, 2007;
OLESZEK; HAMED, 2010).

Oleszek e Hamed (2010) citam diversas propriedades e aplicacfes das saponinas, pois
atuam como agentes tensoativos, espumantes, emulsificantes e solubilizantes. Além disso,
esses compostos também exibem propriedades bioldgicas, relacionadas com atividades
anticancerigenas, antioxidantes, redutoras de colesterol, hepatoprotetoras, antivirais,
antifingicas e antibacterianas, o que desperta o interesse de varios setores da industria
(alimenticia farmacéutica e cosmética).

Para melhor atender a demandas da populagdo humana, os tensoativos naturais foram
substituidos por produtos sintéticos, entretanto, eles apresentam um tempo de degradacdo
muito lento, e podem ter efeitos nocivos sobre a salde, de modo que é crescente 0 interesse

pela sintese e uso de agentes tensoativos naturais, que causem menos danos ao meio
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ambiente. Todavia, o fornecimento desses compostos a partir de plantas é limitado, pois nem
todas apresentam um potente efeito surfactante, e muitas vezes a oferta dos mesmos € menor
em relacdo as necessidades de mercado (OLESZEK; HAMED, 2010).

Além dos vegetais alguns fungos endofiticos sdo capazes de sintetizar estes compostos
bioativos derivados das plantas, o que pode aumentar a disponibilidade dessas substancias
para a industria, especialmente a farmacéutica. Ha registros da biossintese de saponinas por
Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Cladosporium sp., e Fusarium sp.
(DHANKHAR et al. 2012; GOVINDAPPA et al., 2011; SADANANDA et al., 2011;
KARUNAI; BALAGENGATHARATHILAGAM, 2014; LUO, et al., 2013), o que representa
um importante avanco na possibilidade de aplicacdo industrial desses compostos, e

consequente substituicdo de produtos artificiais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar fungos endofiticos associados as folhas de Passiflora incarnata e avaliar seu

potencial biotecnoldgico.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar as principais classes de metabdlitos quimicos presentes nos filtrados
fangicos;

¢ Quantificar espectrofotometricamente o teor de flavonoides dos isolados fungicos;

e Quantificar os compostos fenolicos totais presentes nos filtrados fungicos;

e Analisar a atividade antioxidante dos extratos produzidos pelos endéfitos;

e Realizar uma caracterizacdo preliminar do perfil quimico por meio de métodos
analiticos dos extratos dos fungos endofiticos que apresentaram melhores resultados;

e Quantificar os compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante dos extratos
etandlicos de folhas de P. incarnata;

e ldentificar os isolados de maior potencial e depositad-los na Colecdo Brasileira de
Micro-organismos de Ambiente e Industria, CBMAI, UNICAMP.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do material vegetal

Individuos de P. incarnata foram amostrados nos municipios de Paulinia e Botucatu,
SP (Figura 5). A primeira coleta foi realizada em 06 de dezembro de 2015, no campo
experimental da Colegdo de Plantas Medicinais e Aromaticas - CPMA, localizado no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de
Campinas - CPQBA/Unicamp, em Paulinia-SP (&rea 1, Figura 6). A segunda coleta ocorreu
no dia 21 de janeiro de 2016, em 3 &reas de cultivo pertencentes ao Grupo Centroflora S/A,
em Botucatu —SP (areas 2-4, Figura 7). Em cada area foram amostradas seis plantas (Tabela
1) e de cada uma destas foram retiradas dez folhas, totalizando de sessenta amostras por area,
no total foram amostrados 24 espécimes de P. incarnata. As folhas foram acondicionadas em
sacos plasticos individualizados, etiquetados e mantidos sob refrigeracdo até o processamento
no Laboratoério de Microbiologia Ambiental — LMA (UNESP - Rio Claro).

Figura 5 — Localizacdo dos municipios de Paulinia e Botucatu, dentro do estado de Sao
Paulo, onde foram realizadas as coletas.
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Fonte: Google Earth (2016).



Figura 6 — Vista aérea do campo experimental da CPMA/CPQBA (Unicamp), Paulinia-SP.

»

Fonte: Google Earth (2016).

Tabela 1 — Dados referentes as plantas de P. incarnata coletadas.

Cddigo Data de coleta Municipio Coordenadas geograficas
Al-123 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.37’S  47°06°42.25"W
Al-28 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.37°S  47°06°42.22”W
Al-3 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.22”S  47°06°42.16”W
Al-42 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.27°S  47°06°42.19”W
Al-52 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.16”S  47°06°42.10”"W
Al-62 06/12/2015 Paulinia - SP 22°47°53.09”S  47°06°42.06”W
A2-1b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°18.40”S  48°34°04.20"W
A2-2b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°18.46”S  48°34°04.69”W
A2-3b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°18.63”S  48°34°04.97"W
A2-4b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°18.27°S  48°34°07.53”W
A2-5b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°16.72”S  48°34°06.54”W
A2-6b 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°15.50”S  48°34°08.64”W
A3-1c 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°14.64”S  48°34°06.31”W
A3-2c 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°15.50”S  48°34°09.01”W
A3-3c 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°14.29”S  48°34°09.68”W
A3-4c 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°14.85”S  48°34°09.92”W
A3-5¢c 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°16.16”S  48°34°09.40”W
A3-6¢ 21/01/2016 Botucatu - SP 22°56°13.15”S  48°34°10.45”W
A4-1d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55°47.60”S  48°33°53.90”"W
A4-2d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55°49.03”S  48°33°53.04”W
A4-3d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55’49.31”S  48°33°52.48”W
A4-4d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55°50.94”S  48°33°53.04”W
A4-5d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55°52.45”S  48°33’53.41”W
A4-6d 21/01/2016 Botucatu - SP 22°55°53.15”’S  48°33°54.60”W

Fonte: Elaborado pelo autor (2016).

Al: campo experimental CPMA, Paulinia — SP;
A2, A2 e A3: areas de cultivo utilizadas pelo Grupo Centroflora, no municipio de Botucatu;
Os ntmeros e as letras em minusculo referem-se aos diferentes individuos coletados em cada area.
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Figura 7 — Vista aérea da zona de cultivo do Grupo Centroflora, Botucatu - SP.

Fonte: Google Earth (2016).

4.2. Isolamento dos fungos endofiticos

Foram selecionadas cinco folhas, das 10 coletadas inicialmente, aparentemente sadias,
lavadas em &gua corrente para remoc¢do de impurezas e, em seguida, colocadas sobre papel
toalha para a retirada do excesso de agua (SOUZA et al., 2004). Posteriormente, as folhas
foram submetidas ao processo de desinfeccdo superficial, por meio de imersdo durante um
minuto em agua destilada esterilizada, um minuto em etanol 70%, 3 minutos em NaOCI (3%),
30 segundos em etanol 70%, e por Gltimo 3 lavagens em &gua destilada esterilizada. Como
controle do processo de desinfecgdo, aliquotas de agua da ultima lavagem foram semeadas
sobre Agar Malte 2% (MA 2%, Acumedia) e Batata-Dextrose Agar (BDA, Acumedia), cujas
placas foram incubadas a 28°C para avaliacdo da eficiéncia do processo (ARAUJO et al.,
2010; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Apos desinfeccdo, fragmentos de 0,5 cm de didametro foram cortados de cada folha e
cinco a cinco foram inoculados em meio agar Batata dextrose (BDA), Agar Malte 2% (MA
2%) e Agar Aveia (AA), contendo sulfato de estreptomicina (20 ug/mL). As amostras foram
plaqueadas em quintuplicata, totalizando 25 fragmentos por meio de cultivo, & temperatura de
28°C durante 20 dias. As placas foram observadas diariamente e uma vez detectado o
crescimento de hifas, estas foram transferidas para outras placas contendo BDA e incubadas
nas mesmas condi¢es, visando a purificagdo dos isolados. As culturas de fungos purificadas
foram preservadas pelas técnicas de Castellani e criopreservacgdo a -20°C, em glicerol 20%.
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4.3. Identificagéo e caracterizagéo dos isolados

4.3.1. ldentificacdo e caracterizacdo morfologica

Os isolados obtidos foram inicialmente agrupados em tipos morfolégicos com base em
observagdes macro e microscopicas, com auxilio de estereomicroscopio e microscopia éptica
mediante montagem Umida com lactofenol. Foram analisadas superficie e borda das coldnias,
coloracdo, septacdes das hifas, estruturas de reproducdo e de resisténcia, dentre outras. A
caracterizagdo dos isolados foi realizada por meio do uso de chaves e manuais de
identificacdo, de acordo com o grupo taxonémico do fungo (ELLIS, 1976; DOMSCH,;
GAMS; ANDERSON, 1993; WATANABE, 2002).

Quando necessario, foi utilizado o método de Riddell (ou técnica de microcultivo),
onde um pequeno bloco de &gar inoculado é colocado no centro de uma lamina esterilizada, e
coberto com uma laminula estéril. Este conjunto foi mantido no interior de uma camara
umida, constituida de uma placa de Petri com um pedaco de algoddo umedecido em &gua
destilada esterilizada, sobre dois palitos de madeira esterilizados (modificado de CROUS et
al., 2009).

4.3.2. Caracterizacdo molecular

4.3.2.1. Extracdo do DNA genémico

O DNA gendmico dos isolados foi extraido com lise fisica das células, utilizando-se
microesferas de vidros (425-600 um de didmetro, Sigma) e CTAB (modificado de
MOELLER et al., 1992; GERARDO et al., 2004).

4.3.2.2. Amplificagédo da regido ITS

Foi feita a amplificacdo da regido ITS dos fungos utilizando-se a metodologia da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o DNA gendmico extraido como molde. Os
primers utilizados para a reacdo foram ITS-1 e ITS-4 (WHITE et al., 1990). A amplificacdo
foi conduzida em termociclador programado para uma desnaturacdo inicial de 95°C por 5
min, seguida de 30 ciclos de desnaturagédo 95°C por 30s; anelamento a 62°C por 1min;

extensdo a 72 °C por 2 min e extensdo final a 72°C por 5 min. Os produtos da PCR foram
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detectados por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% em tampé&o TBE (Tris - Borato
EDTA) 1X (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2001), junto com o corante de corrida
(Loading Dye) acrescido de GelRed na proporcdo 1:1 (amostra/solucdo corante). Em seguida
foi realizada a corrida eletroforética a 36 V durante 30 minutos. Apos esta etapa o gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado. Os amplicons foram
purificados em coluna (GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit, GE Healthcare).

4.3.2.3. Sequenciamento dos produtos da PCR

A reacéo de sequenciamento foi realizada com os primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,
1990). O programa empregado foi: 95 °C/1min, seguido de 28 ciclos a 95 °C/15s, 50 °C/45s,
60 °C/4min. Apds a reacdo, todas as amostras seguiram para nova purificacdo, adaptada do
manual de instrugdes do kit “DYEnamicTM ET Dye Terminator Kit”, GE Healthcare® e
aplicadas em sequenciador automatico ABI 3130. As sequéncias forward e reverse, foram
geradas e compiladas em contigs com ajuda do programa BioEdit, versdo 7.0.5.3 (HALL
1999). Os contigs foram comparados as sequéncias depositadas no Genbank, banco de dados
do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e na base de dados do CBS —
Fungal Biodiversity Centre (The Netherlands).

4.4. Bioprospeccao dos isolados fungicos

Todos os testes quimicos realizados neste trabalho foram efetuados no laboratério da
Divisdo de Quimica Orgéanica e Farmacéutica (DQOF), localizado no CPQBA-UNICAMP,

Paulinia/SP, sob a supervisao da Dra. Vera Lucia Garcia e do Dr. Adilson Sartoratto.

4.4.1. Preparacdo do extrato fungico

No sentido de otimizar os ensaios, houve uma selecédo inicial dos fungos endofiticos
que seriam bioprospectados neste trabalho, com base na pigmentacdo micelial e/ou produgéo
de exsudatos no meio de cultivo. De acordo com a literatura consultada, os flavonoides
possuem uma grande variedade de cores que partem do amarelo palido a amarelo, mas
também vermelho-alaranjado, vermelho vivo, roxo e azul; algumas poucas classes de
flavonoides s&o incolores ou brancas (BROUILLARD; DANGLES, 1993; LOPEZ et al.,

2000). Assim, 60 isolados fungicos foram selecionados para a triagem das principais classes
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de compostos quimicos, determinacdo de flavonoides totais, fenois totais e atividade
antioxidante. Todos os fungos prospectados apresentaram coloragdo branca, amarela,
vermelha, laranja e roxa/lilas no micelio ou no meio de cultivo.

Os isolados foram cultivados por sete dias em placas com meio BDA, e apds este
periodo, 4-5 discos de 0,5 cm de agar com micélio foram transferidos para frascos Erlenmeyer
de 250 mL para fermentagéo, utilizando-se 100 mL de caldo batata-dextrose (SOUZA et al.,
2004; KHIRALLA et al., 2015). Os frascos foram incubados a 28 °C, a 120 rpm por 15 dias.
Decorrido este tempo, o fermentado foi centrifugado a 7.500 rpm durante 10 min e filtrado a
vacuo. O micélio e o filtrado foram armazenados a 4 °C em frascos ambar para

posteriormente serem utilizados nos ensaios quimicos.

4.4.2. Triagem das principais classes de substancias quimicas presentes nos filtrados

A determinacdo das classes de compostos quimicos foi realizada segundo o
procedimento indicado por Matos (1997) com modificacfes, onde foram adicionados 4 mL de

filtrado fangico em seis tubos de ensaio.

4.4.2.1. Teste para alcaloide

No primeiro tubo contendo filtrado fangico foram adicionadas trés gotas do reagente
de Mayer e no segundo trés gotas do reagente de Dragendorff. Foram considerados como
positivos aqueles que apresentaram formacdo de precipitado floculoso, indicando a presenca
de alcaldides no filtrado.

4.4.2.2. Teste para constituintes fendlicos

Em um dos tubos foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de FeCls (cloreto
férrico). A solucdo foi agitada e as possiveis alteracdes de cor ou formacdo de precipitado
escuro foram observadas, ap0s esse processo as amostras foram comparadas com o teste em
branco constituido apenas por dgua e FeCls A coloragédo variavel entre o azul e o vermelho
indicou a presenga de fenois, quando o teste “branco” foi negativo. Precipitado escuro de

tonalidade azul indicou a presenca de taninos hidrolisaveis e verde de taninos condensados.
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4.4.2.3. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O volume contido em um dos tubos de ensaio foi acidulado com solucdo de HCI 0,1N
até pH 3, utilizando-se papel indicador universal. Os outros dois tubos de ensaio foram
alcalinizados com solucdo de NaOH 0,1 N, o primeiro até pH 8,5 e o outro até pH 11.

Qualquer alteracdo na coloracdo do material, em funcdo da mudanca de pH indicou a

presenca de varios constituintes, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Padréo de variacédo de cores para os testes com variacdo de pH

o Cor em meio
Constituintes _ i i
Acido Alcalino (pH 8,5)  Alcalino (pH 11)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
Flavona, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Vermelha-purpura
Flavonoides - - Vermelha-laranja

Fonte: Matos (1997).

4.4.2.4. Teste para saponinas

O J(ltimo filtrado recebeu 2 mL de &gua destilada. O tubo foi agitado por
aproximadamente dois minutos, e em seguida foi observada a formacdo de espuma: quando
persistente e abundante (colarinho) o teste foi considerado positivo para a presenca de

saponinas (heterosideos saponinicos).
4.4.3. Teor de flavonoides totais, compostos fenolicos e atividade antioxidante
4.4.3.1. Estimativa do teor de flavonoides totais
Para a quantificacdo de flavonoides totais foram inicialmente testados dois métodos
baseados na espectrofotometria de absorcéo no visivel (UV-Vis). Para tal foram utilizados os

seguintes isolados: Micélio estéril sp. 12 (LMA 1650), Fusarium sp. 1 (LMA 1681) e
Trichoderma sp. (LMA 1684).
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@) Método adaptado da Farmacopéia Européia (2008): os filtrados e os micélios foram
liofilizados (-40 °C), e 0,1 g do liofilizado foi submetido a extracdo sob refluxo em banho-
Maria por 30 minutos, com 20 mL de metanol 60% (V/V). O extrato foi resfriado em
temperatura ambiente e o sobrenadante filtrado a vacuo. Adicionou-se ao residuo 20 mL do
mesmo solvente, que foi submetido ao refluxo por 10 minutos. As solucgdes extrativas
resultantes foram colocadas em um baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado
com metanol 60% (V/V), solucdo mae. Isoladamente, duas aliquotas de 2,5 mL da solucgédo
mée foram transferidas para baldes de fundo redondo de 20 mL. O primeiro baldo foi
colocado no rotaevaporador a 60 °C até sua total secura. Em seguida o residuo foi
ressuspendido com adigdo, separadamente, de 2,5 mL de &cido férmico, 2,5 mL de solugdo de
acido acético e metanol e 2,5 mL de acido acético. Posteriormente, a solucdo foi transferida
para um baldo de 10 mL e o volume completado com &cido acético.

Uma solugéo teste foi preparada, utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito acima
para a solucdo de compensacdo, com diferencas apenas nas soluces adicionadas para
ressuspender o residuo. Neste caso, foi utilizado 2,5 mL de uma solucdo constituida por &cido
borico (0,25%), acido oxalico (0,20%), diluidos em &cido férmico, cujo volume foi
completado com &cido acético anidro (solucdo a ser examinada). Ap6s 30 minutos, uma
leitura a 401 nm foi realizada, utilizando a solugcdo de compensacdo como branco. O
procedimento esta representado no fluxograma (Figura 8).

O célculo do teor de flavonoides totais foi realizado segundo a expressao:
Flav.To.Cal.Vitexina = (Ax0.8)/TE
Sendo: A = Absorbancia & 401 nm TE = Tomada de ensaio (g) =0,1 g
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Figura 8 - Método adaptado da Farmacopéia Européia (2008) e utilizado na quantificacdo de
flavonoides totais de funaos endofiticos.

Aquecimento sob refluxo por 30 min.

Aquecimento sob refluxo por 10 min.

Rotaevaporado até secura

30 minutos em repouso

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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(b) O segundo método testado foi adaptado da Farmacopéia Francesa, ZHAO et al. (2014)
e CUIl et al. (2015): inicialmente foi realizada a extragdo do fermentado, com o uso do método
de particdo liquido-liquido. Um volume igual de solvente organico foi adicionado ao filtrado
(1:1). Primeiro foi feita a extracdo do filtrado com acetato de etila (AcOEt), originando a
fracdo de acetato e a fragdo aquosa (meio), em seguida a fracdo aquosa (filtrado) foi extraida
com n-Butanol (BuOH) por duas vezes, fornecendo a fracdo butandlica e aquosa.
O micélio foi seco em estufa a 40 °C por 48h, em seguida 1 g do micélio foi colocado no
ultrassom por 30 min, em 50 mL de metanol (MeOH) e posteriormente filtrado. Os diferentes
extratos (AcOEt; BUOH e MeOH) foram transferidos para baldes de fundo redondo e secos a
vacuo em rotaevaporador, fornecendo as fracGes secas que foram dissolvidas em 5 mL de
metanol e armazenadas a 4°C (LIU et al., 2007). Um total de 1mL (5 mg.g-1) de cada fracao
obtida foi misturada com 1 mL de solucdo metandlica de Cloreto de Aluminio a 2%. Apds
incubagdo por 30 min, a absorbéancia da reacdo foi mensurada a 430 nm. Foi construida uma
curva analitica contendo 5, 10, 20, 40, 60 e 80 pug/mL de rutina (padrdo Sigma®). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. O procedimento estd representado no esquema da
Figura 9.

Ao final, constatou-se que 0 método mais adequado para o estudo foi o0 segundo, e em
posse dos resultados, optamos por utilizar, a partir de ent&o, apenas o filtrado e o n-Butanol

como solvente.

Figura 9 — Esquema representativo da obtencéo dos extratos para determinagéo do teor de
flavonoides totais

Particio com AcOEt (1:1) Particao com n-Butanol e
fracdo aquosa (1:1) por 2x P
//R / ~—
4 '1"\ > .__41 = ,
i\ | —> . -
Nt y L fi 1 mL de extrato
|v| | > _ 'SR (5 mg/mL): 1 mL
icélio seco em 30 min com de AICI; 2%
estufa a 40°C/48h 50 mL de
MeOH i
430 nf)
23

Fonte: elaborado pelo autor (2016).



37

4.4.3.2 Estimativa do teor de compostos fenolicos

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau, utilizando-se acido galico como padrdo de referéncia. O reagente de
Folin-Ciocalteau é uma solucdo de ions complexos poliméricos, formada a partir de
heteropoli-acidos fosfomolibdicos e fosfotingsticos. Esse reagente oxida os fenolatos,
reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999). A Figura 10 mostra a desprotonacdo dos compostos fendlicos (no
exemplo, o padrdo acido galico) em meio béasico, gerando os &nions fenolatos.

Uma aliquota de 0,5 mL (5 mg.g-1 ) de cada amostra foi transferida para um tubo com
tampa de rosca, onde foi adicionado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua
destilada 1:10. As misturas permaneceram em repouso por 8 min e receberam a adicdo de 2
mL de carbonato de sodio a 4%. Os tubos foram deixados em repouso por 2 h ao abrigo da luz
e, na sequéncia, foi realizada a leitura da absorbancia a 765 nm. Metanol foi utilizado como
branco, uma curva analitica contendo 100, 80, 60, 40, 20, 10 pg/mL de acido galico foi
construida e o0s resultados expressos em mg EAG (equivalente em acido galico)
(SINGLETON et al., 1965; MINUSSI et al., 2003). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

Figura 10 — Reacdo do acido galico com o molibdénio, componente do reagente de Folin-
Ciocalteau.
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4.4.3.3 Estimativa da atividade antioxidante

Fonte: Oliveira et al. (2009).

Um dos métodos mais usados para determinar a atividade antioxidante, consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de

coloragdo purpura que absorve a 517 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma especie
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radicalar, o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo
da absorbéancia (Figura 11) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995)

Figura 11 — Redugdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (coloragéo roxa) a difenil-
picril-hidrazina (coloracdo amarela).

AL, @@

\©/ \@/
DPPH (red)
amarelo

Fonte: Teixeira et al. (2013).

A mistura de reacédo foi constituida por 100 uL da amostra (varias concentragoes) e 2,9
mL de solu¢do metandlica de DPPH (100 uM). Essa solugdo foi incubada no escuro por 30
min. A diminuicdo da absorbancia foi mensurada a 517 nm. Uma mistura de 100 pL de
metanol e 2,9 mL de solucdo de DPPH serviu como controle negativo. As substancias de
referéncia BHT (Butil-hidroxi-tolueno), Acido ascorbico e Rutina, foram avaliadas nas
mesmas concentragfes (250 — 5000 pL/mL). A atividade sequestradora do radical,
considerando a absorbancia do controle negativo como 100%, foi calculada utilizando-se a
seguinte formula:

Aa = [(Acontrole-Aamostra)/ Acontrole] X100

Onde:

Aa: atividade antioxidante (%).
ABS,onirole: absorbancia do controle negativo a 517 nm.
ABS;mosira: @bsorbancia da amostra a 517 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.5. Caracterizacdo preliminar do perfil quimico por meio de métodos analiticos dos

fungos endofiticos que apresentaram melhores resultados

A partir dos resultados obtidos, foram selecionados cinco fungos que apresentaram 0s

melhores percentuais de atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.
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Os fungos selecionados foram: Aspergillus versicolor (LMA 1705), Chaetomium sp.
(LMA 1793), Fusarium sp. 4 (LMA 1719), Fusarium sp. 5 (LMA 1721) e Trichoderma sp.
(LMA 1684).

Os fungos citados acima foram reativados em BDA e posteriormente seguiu-se 0
método descrito para preparacdo do extrato fingico como descrito no item 4.4.1, a fim de
obtermos um maior rendimento do extrato bruto ap6s secagem em rotaevaporador, foi
fermentado 500 mL de meio liquido batata-dextrose em frascos Erlenmeyer de 1L.

Apos a fermentacdo e filtracdo, o filtrado foi particionado duas vezes com AcOEt
seguido de BUOH (1:1), posteriormente as fragdes ACOEt e BUOH foram rotaevaporadas até
secura total. Em seguida foram novamente realizados os testes para flavonoides totais,
compostos fendlicos e atividade antioxidante, como descrito no item 4.4.3, a fim de comparar
estes compostos nos dois solventes organicos.

Para verificar se havia diferenca estatistica entre os resultados obtidos nas duas

fragdes, foi aplicado de teste de Kruskal-Wallis.

4.5.1. Determinacéo do 1Cs

A partir dos dados obtidos para atividade antioxidante, foi determinado o 1Csy dos
fungos selecionados e também das amostras de folhas de P. incarnata. De acordo com a
literatura, os valores de 1Csq que correspondem a concentracdo inibitoria de 50% do radical
livre DPPHe+, sdo utilizados para comparar a atividade antioxidante, e cujo menor valor de
ICso corresponde a maior atividade antioxidante. Para o calculo do ICsy os graficos da
capacidade antioxidantes dos extratos fungicos foram ajustados por regressdo ndo-linear,

utilizando-se o software Origin 8.

4.5.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos acetato de etila e butandlico foram analisados por CCD, utilizando-se
cromatoplacas de silica gel 60 Fass (Merck®) como fase estacionaria. Os extratos flngicos
acetato de etila e butanol foram solubilizados em metanol na concentragcdo de 10 mg.g-1 .
Aliquotas dos extratos (20 pL) e da solugdo padréo (10 pL) foram adicionadas sobre a placa
com o auxilio de micropipetas volumétricas, na forma de bandas. Foram utilizados dois

sistemas de eluentes, com polaridades diferentes, como fase mavel.



40

O primeiro sistema de eluentes utilizado possuia fase mdvel polar, constituida de

acetato de etila:acido formico:acido acético glacial:agua (100:11:11:26). A rutina foi utilizada
como padrdo. A placa foi desenvolvida a temperatura ambiente, seca em estufa a temperatura
de 105 °C, e em seguida pulverizada com difenilborato de aminoetanol a 1% (m/v), seguido
de uma solucgéo de macrogol a 5% (m/v). Posteriormente, foi examinada sob luz ultravioleta
(254 e 365 nm) para visualizacdo das bandas. Estes reveladores permitiram a observacéo de
compostos fendlicos e flavonoides, que apresentam coloracdo azul, verde, laranja ou amarela
(WAGNER; BLADT, 1996).
O segundo sistema de eluentes possuia fase mével apolar, constituida por hexano e acetato de
etila (70:30). A deteccdo dos compostos foi feita por observacéo sob luz UV a 254 e 366 nm e
por revelacdo com solucdo de anisaldeido (&cido acético: &cido sulfdrico: anisaldeido
50,0:1,0:0,5 v/v) seguida de aguecimento a 105°C por 10 min, este revelador evidencia
substancias pertencentes a classe dos terpenos (WAGNER; BLADT, 1996).

4.5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(DAD) - (CLAE-DAD)

O equipamento CLAE utilizado para as analises dos teores de flavonoides, apresentou
as seguintes caracteristicas: bomba quaternaria com controlador de fluxo gradiente (modelo
Waters ® 2695), detector de arranjo de diodos UV-Vis (modelo 2996).

O método utilizado foi adaptado de Costa et al. (2016). Em relacdo as condi¢cbes
analiticas, a temperatura foi de 30° C. A coluna utilizada foi XTerra MS C18 (150 x 2,1 mm,
5 um), com gradiente composto por fase movel “A” : 0,5% de 4cido féormico em agua e fase
movel “B”, metanol; com programagdo de gradiente em fungdo do tempo, informado na

tabela 3.

Tabela 3- Gradiente utilizado para analise por CLAE onde “A”¢ composto por acido féormico
a 0,5% em agua e “B”, metanol.

Tempo (min)  Vazéo (ml/min) A (%) B (%)

0 0,4 80 20
10 0,4 80 20
40 0,4 40 60
50 0,4 80 20
60 0,4 80 20

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Com deteccdo em 340 nm e monitoramento da variagdo da absorbancia no detector de
arranjo de diodos (DAD) de 190-400 nm. Foram utilizados os padrfes Sigma de orientina,
iso-orientina, vitexina, isovitexina, luteolina e kaempferol. Os padrbes foram preparados em
metanol, em concentracdes entre 66 a 129 pg/mL. O volume injetado dos padrdes e das

amostras foi de 10 pL.

4.5.4. Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM)

As anélises por CG-EM foram realizadas em um Cromatografo a gas Agilent, modelo
6890 N e detector de espectrometria de massas Agilent 5975, coluna HP5 — MS (J & W
Scientific). As condicdes cromatograficas empregadas foram: Temperaturas: Injetor 280°C;
detector 300°C; coluna 150°C /2 min, 5 °C-min™ até 240°C, 10°C -min ™ até 300°C por 34
min. O volume de inje¢éo foi de 1,0 pL com vazio de gés de arraste (He) de 1,0 mL min™.

A identificacdo dos metabdlitos foi realizada pela comparacéo dos espectros de massas

disponiveis no banco de dados da biblioteca NIST (NIST 05).

4.6. Andlises quimicas nas folhas de P. incarnata

Para as analises quimicas das folhas de P. incarnata, optou-se por utilizar as amostras
das cinco plantas de onde os fungos endofiticos com melhores teores de flavonoides, fendis e
percentuais de atividade antioxidante haviam sido isolados. A Tabela 4 mostra a relacdo do
espécime com seu respectivo fungo isolado. As folhas foram submetidas a secagem em estufa
de ar circulante a 40 °C por sete dias, trituradas em moinho de facas e armazenadas a
temperatura ambiente até a preparacdo dos extratos. Esclarece-se que logo apos a realizacdo
das coletas foi feita a secagem e a moagem de uma amostra da parte aérea de cada area

estudada.

Tabela 4- Relacdo do espécime com seu respectivo fungo isolado.

Area de coleta da

planta Espécime Amostra Fungo endofitico
A2 3b PI-A Chaetomium sp. (LMA 1793)
A2 4b PI1-B Aspergillus versicolor (LMA 1705)
A2 5b PI-C Fusarium sp. 5 (LMA 1721)
A3 1c PI-D Fusarium sp. 4 (LMA 1719)
A3 4c PI-E Trichoderma sp. (LMA 1684)

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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4.6.1. Obtengéo do extrato etandlico e determinacéo de flavonoides totais

O método utilizado para determinacdo de flavonoides foi adaptado da Farmacopéia
Francesa (2001). Pesou-se 0,3 g de material vegetal moido, de cada espécime, que foi
submetido a extracdo sob refluxo em banho-Maria por 1 hora, com 20 mL de etanol a 60%
(v/v). O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e o extrato sofreu resfriamento em
temperatura ambiente. Foram adicionados 20 mL de solvente ao residuo da extracdo, que
permaneceu sob refluxo durante 1 hora. Os extratos resultantes foram colocados em um balédo
volumeétrico de 50 mL, cujo volume foi completado com etanol 60% (v/v), solu¢do mée.

Isoladamente, duas aliquotas com 0,8 mL de solugcdo mée foram colocadas em baldes
volumétricos de 10 mL cada. No primeiro baldo o volume foi completado com metanol
(solucdo de compensacdo). No segundo baldo 0,8 mL de cloreto de aluminio (AICI3) 2%
(m/v) foram adicionados, e o volume final foi completado com metanol (solugdo a ser
examinada). Decorridos 25 minutos, apés a adi¢ao da solucdo de AICI; 2% (m/v) a amostra, a
medida de absorbancia a 430 nm (A maximo da rutina) foi realizada, contra a solucdo de
compensacado. O procedimento esta representado no fluxograma (Figura 12).

Para a quantificagdo dos flavonoides totais de P. incarnata foi construida uma curva
analitica contendo 10, 20 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 pg/mL de rutina (padrdo Sigma®).
Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 12 - Método adaptado da Farmacopéia Francesa (2001) e utilizado na quantificacéo
de flavonoides totais de folha de P. incarnata.

Aquecimento sob refluxo por 1 hora

Aquecimento sob refluxo por 30 min.

25 minutos em repouso

Fonte: Adaptado de Pozzi (2007).
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Para verificar se havia diferenga estatistica no teor de flavonoides entre as cinco

plantas analisadas foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

4.6.2. Analise fitoquimica preliminar

O extrato etandlico de P. incarnata foi submetido a triagem fitoquimica preliminar
para deteccdo das principais classes de metabdlitos secundarios. Esta etapa foi realizada por
meio de reacBes quimicas que resultaram no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado,
caracteristico para cada classe de substancias, utilizando-se os métodos propostos por Matos
(1997), descritos no item 4.4.2. Vale ressaltar que para estes testes foram utilizados o extrato

etandlico nos tubos de ensaio.

4.6.3. Teor de compostos fendlicos

Inicialmente, 20 mL do extrato etan6lico foram concentrados em evaporador rotativo,
e logo em seguida solubilizados em 5 mL de metanol, onde foram diluidos em uma
concentracdo de 5 mg.g-1 . Apds esta etapa, o teor de compostos fendlicos foi mensurado de
acordo com o método descrito no subitem 4.4.3.2.

Para verificar se havia diferenca estatistica no teor de compostos fendlicos entre as

cinco plantas analisadas foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

4.6.4. Estimativa da atividade antioxidante no extrato etandlico de P. incarnata

Utilizando o extrato metandlico obtido no item acima, este foi diluido em varias
concentracdes (100 pg/mL — 5000 pg/mL), apds a diluicdo as amostras foram analisadas

seguindo 0 método descrito no subitem 4.4.3.3.

4.6.5. Analise cromatografica do extrato metanolico de P. incarnata

Foi utilizado CCD com sistema de eluentes de fase mdvel polar (como descrito no
item 4.5.2), com a finalidade de observar os flavonoides presentes no extrato etanolico e
CLAE-DAD (como descrito no item 4.5.3) com o intuito de quantificar e identificar os

flavonoides presentes no extrato etanolico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fungos endofiticos isolados de P. incarnata

No total foram avaliadas 120 folhas (5 por individuo), das quais obteve-se um total de
315 fungos: 43 isolados de plantas coletadas na CPMA (Paulinia/SP) e 272 daquelas
coletadas na &rea de cultivo utilizada pela empresa Centroflora (Botucatu/SP). O processo de
desinfeccdo dos micro-organismos epifiticos foi efetivo, pois ndo houve nenhum crescimento
microbiano nas placas inoculadas com a agua da Gltima lavagem das folhas.

Quanto aos meios de cultivo utilizados para o isolamento, 0 BDA recuperou um maior
namero de isolados (n= 113) que os meios MA2% (n= 109) e Agar Aveia (n=93). Apos a
purificacdo das culturas e triagem morfoldgica macro e microscopica, dos 315 isolados, 13%
(n = 42) apresentaram um Unico exemplar, o restando dos endéfitos foram agrupados em 33
morfotipos, nos quais foram identificados 12 taxons. A maior diversidade de morfotipos e
isolados Unicos, foi proveniente do meio agar batata dextrose. Ndo foi possivel identificar
morfologicamente 21 dos morfotipos observados, pois 0s representantes destes grupos néo
esporularam no meio de cultura. Uma vez que a classificacdo convencional de fungos depende
da observacdo de suas estruturas reprodutivas, a falta de esporulacdo impossibilitou a
identificacdo dos mesmos. Os taxons, os morfotipos e a ocorréncia de cada isolado estdo

representados na Figura 13.

Figura 13 — Taxons/morfotipos dos fungos endofiticos isolados de P. incarnata

70

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

A maioria dos fungos ndo apresentou estruturas reprodutivas mesmo apos o repique

m &gar aveia e gar agua, que tiveram por finalidade estimular a esporulacéo dos isolados. A
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alta ocorréncia de formas vegetativas (estéreis) durante o isolamento de micro-organismos
endofiticos, dificultando a identificacdo morfoldgica dos isolados, tem sido relatada na
literatura por outros estudos (PROMPUTTHA et al., 2005; PIMENTEL; FIGURA; AUER,
2010; PAUL, 2014). Neste trabalho nos deparamos com a mesma dificuldade, ou seja, 0s
fungos que apresentaram micelio ndo esporulante predominaram, e por isso foram agrupados
em morfoespécies com base em suas aparéncias macroscopicas.

Marquez, Bills e Zabalgogeazcoa (2007) conseguiram recuperar da graminea Dactylis
glomerata aproximadamente 1400 fungos, desse total apenas 18% (n=252) dos isolados
obtidos produziram esporos em meio BDA durante o periodo de 6 a 8 semanas apds 0
isolamento. Os restantes dos isolados produziram micélio estéril. Quando os isolados estéreis
foram novamente plaqueados em meios adicionais, como agar agua com pedacos de folhas de
D. glomerata, mais isolados conseguiram produzir esporos permitindo a identificacdo
morfologica. No total, 53% (n=742) dos endofitos isolados puderam ser identificados por
caracteres morfolégicos. Devido sua especificidade e requisicdo de nutrientes especificos 0s
fungos endofiticos ndo apresentam estruturas reprodutivas com facilidade. Esses dados
corroboram com os obtidos em nosso estudo onde 75% (n=238) dos fungos isolados nao

produziram esporos nos meios de cultivo artificial.

Em um levantamento de fungos endofiticos de Pinus tabulaeformis, Wang et al.
(2005) constataram que 11% dos isolados eram fungos ndo esporulantes, embora varias
técnicas tenham sido empregadas para promover a esporulacdo. Estes micélios vegetativos
foram agrupados em 74 morfotipos com base nas caracteristicas macroscépicas (pigmentacéo,
elevacdo do micélio, forma de crescimento) apresentadas pelas culturas fungicas.

Uma idetificacdo molecular preliminar utilizando os primers ITS contribuiu para a
identificacdo de mais alguns isolados distribuidos em quatro taxons, Ascomycota (LMA
1709), Colletotrichum (LMA 1687, LMA 1690, LMA 1691, LMA 1724 e LMA 1725),
Diaporthe (LMA 1730) e Fusarium (LMA 1718, LMA 1719, LMA 1721 e LMA 1722)

N&do ha trabalhos anteriores que reportem o isolamento de fungos endofiticos no
género Passiflora. O presente estudo € pioneiro tanto no tocante ao levantamento como na
bioprospec¢do de linhagens fungicas isoladas de P. incarnata. Contudo, ha outras
investigacOes sobre endofiticos a partir de plantas medicinais e de interesse econdmico. Em
seu trabalho com plantas medicinais (Plectranthus barbatus, Vernonia condensata, Bauhinia
forficata, e outras onze espécies) Mussi-Dias et al. (2012) obtiveram 20 isolados fungicos,
encontrando os géneros Phomopsis, Colletotrichum, Nigrospora, Glomerella, Fusarium,

Pestalotia e Trichoderma.
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Alguns taxons podem ser encontrados como endofiticos em diferentes espécies
vegetais, principalmente aqueles reconhecidamente cosmopolitas com alta capacidade de
dispersdo e facilidade de crescimento em meio de cultura artificial. Huang et al. (2008),
isolaram 1160 fungos endofiticos residentes em 29 plantas medicinais de sete familias
(Apocynaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae, Polygonaceae, Lamiaceae, Rubiaceae e
Solanaceae), utilizando apenas taxonomia classica para identificar seus isolados. Os taxons
mais encontrados em seu estudo foram Alternaria, Colletotrichum, Phoma, Phomopsis,
Xylariales e fungos ndo esporulantes, e assim como em nosso estudo, este Gltimo grupo teve
a maior frequéncia de isolados (27,16%). Shankar et al. (2014) estudaram sete diferentes
plantas medicinais obtendo um total de 3611 fungos, dos quais as formas nédo esporulantes
predominaram com 10% de ocorréncia, seguidas dos géneros Chaetomium, Aspergillus,
Aerobasidium, Curvularia, Fusarium, Trichoderma e Cladosporium.

Os taxons cosmopolitas Aspergillus, Acremonium, Cladosporium, Curvularia,
Colletotrichum e Penicillium encontrados em nosso estudo, j& foram reportados como
enddéfitos em outras plantas (BOTELLA; DIEZ, 2011; U’REN et al., 2012; SHANKAR et al.,
2014). Colletotrichum e Fusarium sdo géneros frequentemente relatados como endoéfito e
patdégenos de diversas plantas, desempenhando papel de grande importancia econdmica
(CANNON et al., 2013).

Tayung, Sarkar e Baruah (2012) obtiveram 69 fungos endofiticos de Ipomoea carnea e
utilizando técnicas morfoldgicas de clasissificacdo conseguiram identificar dez taxons
diferentes, que pertenciam ao grupo dos Mucoromycotina (1,45%), Coelomycetes (10,14%) e
Hiphomycetes (62,32%), 7,25% dos isolados ndo foram agrupados, pois estes fungos néao
apresentaram esporos. As espécies de Curvularia, Aspergillus, Fusarium, Colletotrichum e
fungos ndo esporulantes foram isoladas como enddéfitos dominantes. Das espécies isoladas,
15 (21,74%) entre elas Curvularia sp. e Fusarium sp., apresentaram atividade antimicrobiana,
inibindo pelo menos um dos micro-organismos utilizados nos testes, constituidos por
bactérias patogénicas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
typhi, Pseudomonas fluorescens, Shigella dysentriae) e fungos (Trichophyton rubrum,

Aspergillus Fumigatus, Trichophyton sp.).
5.2 Bioprospecgao dos isolados fungicos

A analise fitoquimica foi realizada em todos os 60 fungos endofiticos previamente

selecionados com base em sua coloracdo, como descrito no iten 4.4.1. Os compostos
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fitoquimicos presentes nos fungos endofiticos podem ser potenciais fontes de aplicacdo
biotecnoldgica e industrial, principalmente na industria farmacéutica, pois a presenca desses
compostos pode contribuir para o desenvolvimento futuro de sintese de novas drogas
(CASTILLO et al., 2007; SEGISMUNDO et al., 2008). A andlise fitoquimica é realizada
principalmente em espécies vegetais, no entanto na literatura ha relatos dessas analises em
fungos endofitos (TAN; ZOU, 2001; HUANG et al., 2007; ROSARIO NICOLETTI,
FIORENTINO, 2015)

As plantas medicinais habitualmente abrigam enddéfitos que apresentam metabolitos
secundérios e atividades medicinais semelhantes as de sua planta hospedeira (STROBEL e
DAISY, 2003). P. incarnata uma planta medicinal amplamente utilizada em praticamente
todas as regides ao redor do mundo, além disso, esta planta possui diversas classes de
compostos, tais como flavonoides, fendlicos e alcaldides, sendo que estes compostos sdo 0s
que mais contribuem para suas propriedades medicinais (SPERONI; MINGHETTI, 1988;
MARCHART et al., 2003; DHAWAN et al., 2004).

Os endofiticos isolados das folhas de P. incarnata selecionados para as analises
quimicas foram submetidos a um processo fermentativo. Parte do filtrado fangico obtido da
fermentacdo foi utilizado na triagem dos flavonoides, fendis, taninos e saponinas. Os
resultados mostraram uma importante diversidade dos principais metaboélitos presentes nos
filtrados, Tabela 5.

Tabela 5 - Analise das principais classes de metabdlitos presentes nos filtrados fungicos .

(continua)
Cédigo Isolado Classes de metabolitos
Flavonoides Fenois Taninos Saponinas
LMA 1710 Acremonium sp. + + - +
LMA 1709 Ascomycota sp. - + - -
LMA 1720 Aspergillus sp. 1 + + - -
LMA 1798 Aspergillus sp. 2 - + - +
LMA 1705 Aspergillus versicolor + + - +
LMA 1793 Chaetomium sp. + + - +
LMA 1686 Coelomycetes sp. 1 + + - +
LMA 1694 Coelomycetes sp. 2 - - - +
LMA 1704 Coelomycetes sp. 3 + + - -
LMA 1688 Coelomycetes sp. 4 + - - -
LMA 1689 Colletotrichum sp. 1 + + - +
LMA 1690 Colletotrichum sp. 2 - + - -
LMA 1687 Colletotrichum sp. 3 - + - -
LMA 1724 Colletotrichum sp. 4 + + - +
LMA 1725 Colletotrichum sp. 5 + + - -
LMA 1691 Colletotrichum sp. 6 - + - +
LMA 1596 Cylindrocladium sp. + + - -
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Tabela 5 - Anadlise das principais classes de metabdlitos presentes nos filtrados fungicos .

(continuacao)

Classes de metabdlitos

Codigo Isolado Flavonoides Fendis Taninos Saponinas
LMA 1681 Fusarium sp. 1 + + - +
LMA 1706 Fusarium sp. 2 + + - +
LMA 1718 Fusarium sp. 3 + + - +
LMA 1719 Fusarium sp. 4 + + - +
LMA 1721 Fusarium sp. 5 + + - +
LMA 1722 Fusarium sp. 6 + + - -
LMA 1828 Fusarium sp. 7 - + - +
LMA 1672 Fusarium sp. 8 + + - +
LMA 1630 FNE sp. 1 + + - -
LMA 1707 FNE sp. 2 + + - +
LMA 1708 FNE sp. 3 + + - -
LMA 1677 FNE sp. 4 - + + +
LMA 1712 FNE sp. 5 + + - +
LMA 1713 FNE sp. 6 + + - +
LMA 1723 FNE sp. 7 + + - -
LMA 1674 FNE sp. 8 + + - -
LMA 1609 FNE sp. 9 + + - -
LMA 1726 FNE sp. 10 + + - +
LMA 1728 FNE sp. 11 + + - -
LMA 1650 FNE sp. 12 + + - -
LMA 1610 FNE sp. 13 + + - +
LMA 1654 FNE sp. 14 + + - +
LMA 1666 FNE sp. 15 + - - +
LMA 1814 FNE sp. 16 + + + -
LMA 1616 FNE sp. 17 + + - +
LMA 1692 FNE sp. 18 + + - -
LMA 1693 FNE sp. 19 - + - +
LMA 1703 FNE sp. 20 - + - -
LMA 1792 FNE sp. 21 - - - +
LMA 1794 FNE sp. 22 + + - +
LMA 1795 FNE sp. 23 - + - +
LMA 1796 FNE sp. 24 + + - +
LMA 1797 FNE sp. 25 + + - +
LMA 1824 FNE sp. 26 + + + +
LMA 1825 FNE sp. 27 - + - -
LMA 1826 FNE sp. 28 + + - -
LMA 1827 FNE sp. 29 - + - -
LMA 1602 FNE sp. 30 + + - -
LMA 1604 FNE sp. 31 + + - +
LMA 1605 FNE sp. 32 - + - +
LMA 1702 Mucor sp. + + - +
LMA 1684 Trichoderma sp. + + - +
Controle* - - - -

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

FNE: fungo ndo esporulante;

(+) Resultado positivo e (-) Resultado negativo;

* Caldo Batata Dextrose sem inoculo, mantido nas mesmas condigdes de fermentacdo dos endofitos.
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A literatura relata a presenca de varias classes de compostos antes considerados
exclusivamente de origem vegetal, também em fungos endofiticos, tais como, alcaloides
(REHMAN et al., 2009; LIU et al., 2010), polifenois (LAI et al., 2010), taninos (SELVI,
BALAGENGATHARATHILAGAM, 2014; LADOH-YEMEDA et al., 2015), flavonoides
(CHENG et al., 2013; HUANG et al., 2008), saponinas (KANNA; KANNABIRAN, 2008),
esterois (KALYONCU et al., 2009) e terpenos (SAXENA; MESHRAM; KAPOOR, 2015).

Na determinacdo do perfil fitoquimico (Tabela 5), foi constatada a presenca de
flavonoides em 46 dos 60 filtrados fangicos analisados, pelo aparecimento de colocagédo
vermelha, laranja ou amarela. As cores obtidas nos ensaios podem variam conforme o nucleo,
0 numero e a disposi¢do dos substituintes hidroxilados (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).
A presenca de alcaldides ndo foi observada em nenhuma amostra, isso ndo indica que 0s
fungos endofiticos de P. incarnata ndo apresentem este metabdlito, no entanto, por meio do
método de anélise utilizado neste trabalho, ndo foi possivel identificar este composto.

Os compostos fendlicos foram encontrados na maioria das amostras, exceto nos
isolados LMA 1694 e LMA 1688 (dois celomicetos), e LMA 1792 e LMA 1666 (ambos os
fungos ndo esporulantes). Ladoh-Yemeda et al. (2015) realizaram uma triagem fitoquimica
em 11 fungos endofiticos isolados do caule de Phragmanthera capitata (Loranthaceae), 0s
autores constataram a presenca de compostos fenolicos nos 11 enddéfitos analisados. Devi,
Prabakaran e Wahab (2012) estudando o fungo Penicillium sp. isolado das folhas de Centella
asiatica (Apiaceae) relataram a presenca de compostos fendlicos e outros metabdlitos neste
enddfito. Selvi e Balagengatharathilagam (2014) constataram a presenca de compostos
fendlicos nos 11 fungos endofiticos analisados. Esses dados corroboram com os obtidos em
nosso estudo, indicando que os compostos fendlicos estdo bem distribuidos nos fungos
endofiticos.

A presenca de taninos nas amostras foi considerada baixa dentre os isolados, pois foi
encontrado apenas nos filtrados de trés fungos ndo esporulantes (LMA 1677; LMA 1814 e
LMA 1824). Os taninos (comumente referidos na forma de &cido tanico) sdo polifendis
solGveis em agua que estdo presentes em muitos alimentos de origem vegetal e em fungos
endofiticos (MORE; JADHAV; RAUT, 2015). Devido as suas caracteristicas (complexacao
com ions metélicos, atividade antioxidante e complexacdo com macromoléculas), possuem
varias aplicacbes farmacoldgicas, tais como, acdo adstringente, atividade cicatrizante,
hemostatica, anti-séptica e antioxidante (CHUNG et al., 2008).

Utilizando o mesmo método para constatacdo de taninos, Ladoh-Yemeda et al. (2015)

relataram a presenca desse metabolito nos fungos Aspergillus sp. 4, Aspergillus sp. 6,
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Fusarium sp., Penicillium sp. 3 e Trichoderma. Por meio de triagem fitoquimica Sadananda et
al. (2011) constataram a presenca de taninos em seis fungos endofiticos de um total de 14
fungos avaliados. Selvi e Balagengatharathilagam (2014) estudando compostos fitoquimicos
presentes em fungos isolados de dez plantas medicinais indianas relataram a presenca desta
biomolécula em trés endéfitos de um total de 12 fungos. Os dados obtidos na literadura e 0s
nossos dados nos mostram que 0s taninos s&o mais raros de serem encontrados em fungos
endofiticos comparados com outras classes de compostos, indicando que a presenca deste
composto pode ser caracteristico de alguns grupos de fungos.

Foi constatada a presenca de saponina na maioria das amostras analisadas, mas com
grande variacdo da quantidade de espuma permanente formada entre 0s positivos.
Corroborando com os dados obtidos em nosso estudo em relacéo a presenca de saponinas em
fungos endofiticos, Sadananda et al. (2011) utilizando o mesmo método fitoquimico
empregado por nds para analise deste metabdlito, constataram a presenca deste composto em
Trichoderma sp., Colletotrichum gloesporioides, Alternaria alternata, Aspergillus niger e
Aspergillus flavus, todos endofiticos isolados da planta Tabebuia argentea.

Wu, Yang e You (2012), isolaram e caracterizaram 19 fungos endofiticos de Aralia
elata, sendo que a maioria foi capaz de produzir saponinas. Os melhores resultados de
saponinas triterpenicas foram para os fungos Penicillium sp.,  Dictyochaeta sp.,
Camarosporium leucadendri, Cladosporium sp., Schizophyllum commune, Peniophora sp. A
maior concentracdo de saponinas foi encontrada no enddéfito Penicillium sp., 2,049 mg.g-1 ,
além disso foi constatada a presenca de ginsenosideo Rb2 nas linhagens endofiticas
Penicillium sp., Dictyochaeta sp. e Camarosporium sp, este composto foi inicialmente
descrito nas raizes das plantas do género Panax, conhecido popularmente como ginseng.

De acordo com Luo et al. (2013) a capacidade de estirpes endofiticas de Fusarium sp.,
F. oxysporum e Nodulisporium sp. de Panax notoginseng em transformar ginsenosideos em
compostos analogos adicionais, demonstra que os fungos endofiticos contribuem diretamente
para o padrdo particular destes compostos que ocorrem nos tecidos das plantas.

Vaérios estudos tém mostrado que o perfil quimico dos extratos pode variar em funcao
do método usado para sua obtengdo (ANDREO; JORGE, 2006). Assim, torna-se necessario
determinar o método de extracdo mais adequado para o tipo de compostos a ser estudado.

Neste trabalho inicialmente utilizamos dois métodos para a determinacdo de
flavonoides totais, com a finalidade de obter o melhor método a fim de otimizar o processo de

bioprospecc¢édo dos isolados fungicos quanto a produgéo deste composto.
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O primeiro método testou uma adaptacdo da Farmacopéia Européia (2008), mas 0s
resultados foram considerados insatisfatorios, uma vez que de trés fungos testados apenas em
um (Trichoderma sp./LMA 1684) foi possivel calcular o teor de flavonoides no filtrado e no
micélio (0,18% e 0,0258% de teor de flavonoides expressos em vitexina, respectivamente).
Além disso, esta metodologia utiliza o metanol como solvente extrator devido a sua
polaridade, ja que os flavonoides em sua maioria sdo solGveis em &gua e alcoois diluidos
(CARVALHO et al. 2010). Contudo, o metanol € miscivel em agua e entdo foi necessario
liofilizar as amostras. Como o processo de liofilizacdo leva aproximadamente trés dias, isso
tornaria a conclusdo das anélises muito lenta podendo acarretar um atraso importante neste
estudo. Por esses motivos, este método foi descartado.

O método de analise de flavonoides descrito na Farmacopéia Européia propde o uso
do reagente oxalato-borico na formacdo do complexo flavonicos no lugar de cloreto de
aluminio para a formacdo do complexo a ser analisado por espectrofotometria. De acordo com
Hostettmann et al. (1984), a complexacgdo dos flavonoides com o &cido bdrico ocorre somente
nos flavonoides que possuem hidroxilas 3’ e 4’ (catecol) livres, ndo ocorrendo em outras
posicBes. Esta informacéo também foi considerada na escolha do método analitico.

Estudos tém demonstrado que fungos excretam seus metabodlitos secundarios para o
meio de cultura, por esse motivo, inicialmente realizamos testes com o micelio seco em estufa
a 40°C e com os filtrados, para o segundo método testado, a fim de comparar os teores de
flavonoides e compostos fendlicos utilizando trés solventes organicos. Para o micélio
utilizamos apenas metanol como solvente, ja para o filtrado acetato de etila e n-Butanol. Os
resultados do teor de flavonoides e fendis totais dos trés fungos bioprospectados nesses
solventes estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Comparacéo dos resultados obtidos por meio dos solventes acetato de etila, metanol
e n-Butanol, para averiguar o teor de flavonoides e fenois nestes diferentes solventes.

Fracdo Acetato de

Extrato metanolico Fracdo butandlica

Fungo Etila
Flav.T*  Fen.T** Flav.T Fen.T Flav.T Fen.T
(mgg’) (mgg’) (mgg") (mgg’) (mgg’) (mg.g™)
Fusarium sp. 1 16,67 67,46 18,59 118,06 6,73 60,7
FNE sp. 12 10,77 95,9 26,87 113,26 9,9 30,8
Trichoderma sp. 69,12 124,85 213,65 100,3 70,79 85,73

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

FNE: fungo néo esporulante;

*Flavonoides totais equivalentes a Rutina (mg.g"1 de extrato);
~+Fénois totais (Equivalente a Acido Galico mg.g'l de extrato).
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O segundo método foi escolhido para ser utilizado nos 60 enddéfitos selecionados, a
escolha deste método foi pela melhor resolucdo dos resultado, j& que todos apresentaram
quantidades de flavonoides. Além disso, este método ndo apresentou problemas de ordem
pratica como o método adaptado da Farmacopéia Européia. Diferente do primeiro método,
esta técnica utiliza o cloreto de aluminio como agente complexante dos flavonoides, além
disso, é uma técnica amplamente utilizada para a quantificacdo de flavonoides em plantas e
fungos endofiticos (PETRY et al., 2001; FERNANDES et al., 2012; HUANG et al., 2008;
ZHAO et al., 2014; CUl et al., 2015; PATIL et al., 2015).

O solvente escolhido para a extracdo de flavonoides foi o n-Butanol, pois os fungos
preliminarmente analisados mostraram melhores resultados para este solvente. Grande parte
dos trabalhos publicados utiliza acetato de etila como solvente para analisar metabdlitos
secundarios em fungos, contudo tal solvente ndo é o mais indicado para extrair flavonoides
devido a suas propriedades quimicas. Na natureza os flavonoides podem ser encontrados em
duas formas: agliconas que aparecem sob a forma de cristais amarelos e a forma conjugada
com acucares que € conhecida como heterosideo. Os heterosideos que compreendem a
maioria dos flavonoides sdo sollveis em agua e em alcodis, mas insollveis nos solventes
habituais, enquanto que as respectivas agliconas sdo normalmente solliveis em solventes
organicos apolares ou de média polaridade (BRAVO, 1998; CARVALHO et al., 2010). Este
fato explicaria a presenca de flavonoides e fendis nas fragdes butandlicas e acetato de etila.

Todos os isolados apresentaram algum teor de flavonoide e compostos fendlicos,
sendo que varias linhagens endofiticas apresentaram boa atividade antioxidante, os resultados

obtidos para estes compostos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantificacdo do teor de flavonoides totais, fendis totais e percentuais de atividade
antioxidante, dos extratos butandlicos obtidos dos 60 endéfitos bioprospectados.
(continua)

Flavonoides  Polifendis Totais ' c'centual do
Massa dos

- . 1 1 sequestro do
Codigo Isolado extratos (mg) Tg:aé)s(t(lfgt% )% (Elzitrr;t%)g* de radical livre
DPPH (%)~

LMA 1710 Acremonium sp. 40,4 33,17 +0,179 145,42 + 1,029 54,9 £ 0,089
LMA 1709 Ascomycota sp. 147,5 1,31+0,311 57,73+ 0,648 57,9 + 0,045
LMA 1720 Aspergillus sp. 1 42,5 187,3+ 0,285 106,75+ 0,186 31,4 + 0,085
LMA 1798  Aspergillus sp. 2 2,1 44,93 + 0,435 138,40 + 0,496 24,710,212
LMA 1705 A. versicolor 80,4 14,35 £+ 1,495 135,72 + 0,630 94,0 £ 0,025
LMA 1793  Chaetomium sp. 76,3 162,22 £ 0,375 167,80 = 0,586 94,6 + 0,101
LMA 1686 Coelomycetes sp. 1 45,3 14,53 £ 0,174 108,79 + 0,961 7,7 £ 0,659
LMA 1694 Coelomycetes sp. 2 369,2 0,69 £ 0,315 2,65 £ 0,460 3,2+ 0,025
LMA 1704 Coelomycetes sp. 3 31,9 21,46 + 0,085 179,25+ 1,761 15,8 £ 0,521

LMA 1688 Coelomycetes sp. 4 56,2 17,80 £ 0,620 101,58 + 2,488 34,2 + 0,002
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Tabela 7 - Quantificacdo do teor de flavonoides totais, fenois totais e percentuais de atividade
antioxidante, dos extratos butanolicos obtidos dos 60 endofitos bioprospectados.
(continuacao)

Percentual do

o Massa dos Fla\_/onoides_1 Polifendis T(?l[ais sequestro do
Codigo Isolado extratos (mg) Tg(tea;)s(t(:;l% )% (EAeitrrgt%)%* de radical livre
DPPH (%)

LMA 1689 Colletotrichum sp. 1 32,0 16,06 £ 0,267 90,59 + 1,060 8,9 £ 0,058
LMA 1690 Colletotrichum sp. 2 38,0 12,58 + 0,725 104,12 + 1,046 15,6 £ 0,578
LMA 1687 Colletotrichum sp. 3 40,5 12,68 + 0,047 65,65 + 3,190 3,0+ 0,002
LMA 1724  Colletotrichum sp. 4 48,4 11,30 + 1,388 94,44 + 0,673 39,3 £ 0,007
LMA 1725 Colletotrichum sp. 5 70,6 8,91 + 1,069 88,77 + 1,030 62,6 £ 0,088
LMA 1691 Colletotrichum sp. 6 155,8 4,48 +1,193 24,26 + 0,807 41,6 +0,025
LMA 1596 Cylindrocladium sp. 80,6 47,43 + 0,639 138,49 + 2,547 25,4 + 0,852
LMA 1730 Diaporthe sp. 46,6 6,69 + 0,205 92,74 + 1,215 13,1 + 0,002
LMA 1681 Fusariumsp. 1 47,4 18,59 + 1,022 118,06 + 1,622 26,9+0,725
LMA 1706 Fusarium sp. 2 66,4 15,58 + 2,616 73,95+ 1,323 17,6 £ 0,200
LMA 1718 Fusarium sp. 3 35,9 16,28 £ 0,591 93,03+ 1,176 11,9 + 0,240
LMA 1719 Fusarium sp. 4 81,3 85,43 + 2,801 114,94 + 1,088 73,7 £0,841
LMA 1721 Fusariumsp. 5 38,7 72,71+ 0,979 129,97 + 0,493 84,0 + 0,058
LMA 1722 Fusarium sp. 6 62,6 9,51+ 0,979 50,88 + 0,963 27,7 + 0,050
LMA 1828 Fusariumsp. 7 42,6 33,18 + 0,307 96,95 + 1,003 22,9+ 1,402
LMA 1672 Fusarium sp. 8 69,5 25,09 + 0,873 60,17 + 1,746 7,3+0,635
LMA 1630 FNEsp.1 52,6 18,32 £ 0,491 104,14 + 0,353 8,2+0,012
LMA 1707 FNE sp. 2 73,2 34,93 + 6,786 97,16 + 0,995 50,1 + 0,054
LMA 1708 FNE sp. 3 42,1 28,60 £ 0,671 149,68 + 2,086 37,8 + 0,098
LMA 1677 FNEssp. 4 8,9 45,7 + 0,596 93,2 +0,991 26,9 £ 0,047
LMA 1712 FNEsp.5 45,5 8,66 + 1,153 129,68 + 0,341 53,4 + 0,054
LMA 1713 FNEsp. 6 29,4 9,29 + 0,344 184,94 + 0,373 14,3 + 0,088
LMA 1723 FNEsp. 7 66,4 8,46 + 0,506 6,65 + 0,797 28,0 + 0,008
LMA 1674 FNE sp. 8 135,0 69,76 + 4,123 88,07 + 1,033 23,1+0,639
LMA 1609 FNEsp.9 83,7 25,69 + 0,369 152,91 + 0,555 45,5+ 0,601
LMA 1726 FNE sp. 10 25,3 21,48 £ 1,832 119,73 + 0,083 21,5+ 0,241
LMA 1728 FNEsp. 11 47,3 23,97+ 0,761 101,49+ 1,111 40,0 £ 0,077
LMA 1650 FNE sp. 12 46,4 26,87 + 0,220 113,26 + 1,860 6,4 + 0,353
LMA 1610 FNEsp. 13 81,8 13,56 £ 1,211 84,34 + 1,997 12,4 + 0,878
LMA 1654 FNEsp. 14 47,0 12,16 £ 0,941 72,17 +1,731 4,040,048
LMA 1666 FNE sp. 15 108,8 28,38 + 0,033 61,76 + 1,472 4,3+0,610
LMA 1814 FNE sp. 16 27,0 10,04 + 0,859 54,68 + 0,513 1,1+ 0,067
LMA 1616 FNE sp. 17 33,9 27,65 + 0,450 136,31 + 0,698 14,89 + 1,312
LMA 1692 FNE sp. 18 158,7 4,93 + 0,208 29,40 + 0,200 31,8 £ 0,456
LMA 1693 FNE sp. 19 90,0 4,17 + 0,886 72,94 + 0,460 24,5+ 0,342
LMA 1703 FNE sp. 20 51,5 10,03 £ 0,330 122,97 + 1,187 23,9 + 0,540
LMA 1792 FNE sp. 21 123,1 8,81 +0,675 26,4 + 0,634 16,4 + 3,961
LMA 1794 FENE sp. 22 81,3 14,75+ 0,759 65,8 + 1,896 17,7+ 0,423
LMA 1795 FNE sp. 23 84,1 9,40 + 0,897 39,4 + 0,105 8,7 £0,639
LMA 1796 FNE sp. 24 7,1 16,20 + 0,404 113,2 £ 2,675 13,8 + 0,698
LMA 1797 FNE sp. 25 18,5 45,40 + 0,569 74,3 £ 0,936 10,5+ 0,411
LMA 1824 FNE sp. 26 32,9 42,59 +0,458 187,05 + 0,302 23,2 + 6,147
LMA 1825 FNE sp. 27 5,8 64,63 + 0,743 137,55 + 0,433 25,3+ 7,015
LMA 1826 FNE sp. 28 66,6 12,36 + 0,556 149,43 £ 0,758 26,8 £ 0,753
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Tabela 7 - Quantificacdo do teor de flavonoides totais, fenois totais e percentuais de atividade
antioxidante, dos extratos butanolicos obtidos dos 60 endofitos bioprospectados.
(concluéo)

Flavonoides  Polifendis Totais '~ ¢'centual do

- Massa dos - 1 K] sequestro do
Codigo Isolado extratos (mg) Tg;a;it(ggg (EAeitrr:t%)%* de radical livre

DPPH (%)*+*
LMA 1827  FNE sp. 29 15,5 39,76 + 1,122 133,17 + 3,012 17,3+ 1,373
LMA 1602  FNE sp. 30 928,2 8,83 £ 0,632 74,26 + 2,351 17,7+ 0,410
LMA 1604  FNEsp. 31 28,2 26,35+ 0,962 116,96 + 1,327 12,2+ 0,584
LMA 1605  FNE sp. 32 132,8 4,95 + 0,322 53,97 + 0,989 5,0+ 1,952
LMA 1702  Mucor sp. 55,4 11,60 + 0,616 124,07 + 0,676 34,8+ 1,254
LMA 1684 Trichoderma sp. 242 5 213,65+ 0,618 100,30 + 2,967 62,1 + 0,580
Controlex+« _ 148,4 2,87 +0,026 14,26 + 6,078 0,3+0,012
Rutina _ _ _ 91,941,233
Ac. Asc. _ _ _ 95,5+ 0,987
BHT 90,2 + 1,005

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

FNE: fungo néo esporulante;

Dados expressos como média (n=3) + desvio padrao;

*Flavonoides totais equivalentes a Rutina (mg/g de extrato); **Fénois totais (Equivalente a Acido Galico mg/g de

O teor de fendis em extrato butandlico foi avaliado pelo reagente de Folin-Ciocalteu, o
qual tem sido extensamente usado na determinacdo de fenois em extratos fungicos (LIU et al.,
2007; ZHAO et al., 2014; YADAV et al., 2014; PATIL et al., 2015). Por intermédio da reacao
entre 0 acido galico e o reagente citado acima, foi construida a curva analitica por meio da
andlise de regressao linear simples, que apresentou equacdo da reta y = 0,011x-0,006 com

coeficiente de correlacdo R? igual a 0,999, como mostra a Figura 14.

Figura 14 - Curva analitica expressa em pg/mL obtida para o acido galico (A = 765nm).
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Dois isolados do grupo dos celomicetos apresentaram grandes quantidades de fenois
totais: LMA 1686 (108,79 mg.g™') e LMA 1704 (179,25 mg.g™* EAG), mas com percentual

de atividade antioxidante relativamente baixa (7,7 e 15,8 %, respectivamente). A atividade
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antioxidante de muitos fungos endofiticos é atribuida aos seus compostos fendlicos, no
entanto nos fungos citados acima, mesmo apresentando consideravel teor de fendis nao foi
constatada uma boa eliminacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila.). Um dos
possiveis motivos para este ocorrido é que a maioria dos compostos fendlicos ocorre
principalmente na forma conjugada, ligada a unidades de agucar, mas também a outros
compostos, tais como &cidos organicos, aminas e lipidos. Estas conjugacdes reduzem a sua
capacidade de funcionar como bons antioxidantes, porque a estabilizacdo de ressonancia dos
radicais livres depende da disponibilidade de grupos hidroxila livres nos anéis fendlicos
(DULFA; VODNARB; SOCACIUB, 2016).

Para os flavonoides também foi feita a curva analitica por meio da anélise de regressao
linear simples, com equacdo da reta y = 0,017x + 0,001 com coeficiente de correlagdo R?
igual a 0,999 (Figura 15). Neste caso a equacdo da reta foi estabelecida por meio da reacédo
entre a complexacgdo da rutina com o aluminio resultando em intensificagdo da fluorescéncia

apresentada pelo composto flavonoidico, que neste caso foi amarela (POPOVA et al., 2004).

Figura 15 - Curva analitica expressa em pg/mL obtida para a rutina (A = 430nm).
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos das 60 linhagens fungicas, 55 apresentaram
teores superiores a 30 mg.g™, desses podemos destacar os fungos Acremonium sp./LMA 1710
(145,42 mg.g™* EAG), A. versicolor/LMA 1705 (135,72 mg.g™ EAG), Chaetomium sp./LMA
1793 (167,8 mg.g*' EAG) e Cylindrocladium sp./LMA 1596 (138,49 mg.g* EAG). Os
extratos butanélicos dos fungos Aspergillus sp. 1/LMA 1720 (187,3 mg.g™), Chaetomium
sp./LMA 1793 (162,22 mg.g™), Fusarium sp. 4/LMA 1719 (85,43 mg.g™), Fusarium sp.
5/LMA 1721 (72,71 mg.g™) e Trichoderma sp./LMA 1684 (213,65 mg.g?) foram os

endofitos que apresentaram os maiores teores de flavonoides totais.
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Os resultados obtidos em nosso estudo sdo animadores, em relacdo aos teores de
flavonoides totais, polifendis e atividade antioxidante dos extratos butandlicos dos
endofiticos, pois tais resultados foram significativamente superiores quando comparados com
alguns resultados descritos na literatura. Qiu et al. (2010) determinaram o teor de flavonoides
e polifenois de duas linhagens de Aspergillus isoladas de Ginkgo biloba, o conteido de
polifendis para linhagens ST22 foi de 0,1413 mg.g™ e 0,01162 mg.g”" para flavonoides, ja
na linhagem SX10 foi de 0,1450 e 0,01256 mg.g" de teor de fendis totais e flavonoides
respectivamente.

Analisando o teor de fendis e flavonoides de Xylaria sp. Liu et al. (2007) obtiveram
54,51 mg.g”" EAG e 86,76 mg.g" ER, respectivamente, e atividade antioxidante de 66,29%,
esses dados sdo referentes aos extratos metandlicos, os extratos butandlicos dos fungos
analisados em nosso estudo mostraram resultados mais promissores.

Os dados obtidos neste trabalho revelam que o extrato butandlico da maioria dos
fungos apresentou contetidos maiores de polifendis totais e flavonoides do que muitas plantas
medicinais comumente utilizadas pelas suas propriedades antioxidantes. Proestos et al. (2006)
relatou uma taxa de fenois totais de 2,9 a 28,2 mg.g™ em plantas aroméaticas da Grécia.
Chabariberi et al. (2009) estudando espécies de Maytenus spp. e Passiflora spp. obteveram de
11,25 a 56,16 mg.g™, respectivamente de teor de flavonoides totais presentes nas folhas
dessas espécies.

A acdo antioxidante de extratos flngicos ainda ndo estd bem esclarecida. Contudo,
estudos mostram que muitas espécies de fungos endofiticos podem sequestrar radicais livres
(JASZEK et al., 2013; SUGIHARTO, 2016). A atividade antioxidante medida por meio do
radical estavel DPPH, mostra a capacidade de moléculas pertencentes aos extratos flngicos
em sequestrar estes radicais do meio existente. E uma metodologia simples, rapida, e eficiente
na avaliacdo de extratos obtidos a partir de solventes com diferentes polaridades. Os testes
realizados para analisar a atividade antioxidante do extrato butandlico obtido dos endofiticos
de P. incarnata e comparado aos padr@es de rutina, acido ascorbico e BHT estdo na Tabela 4.

O extrato butandlico do fungo Aspergillus versicolor, mostrou atividade antioxidante
superior aos padroées rutina (91,98%) e BHT (90,27 %) conseguindo eliminar 94% do radical
livre DPPH. Patil et al. (2015) estudando o fungo endofitico Aspergillus flavus L7 de Aegle
marmelos (Rutaceae) relataram que essa linhagem foi capaz de reduzir a concentragdo de
DPPH em 64,53%, nossos dados para o género Aspergillus foram melhores.

Corroborando com nossos resultados Yadav et al. (2014) estudando 21 fungos

endofiticos isolados de Eugenia jambolana Lam. (Myrtaceae) encontraram o maior percentual
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de atividade antioxidante nos fungos Chaetomium sp e Aspergillus sp. com valores superiores
a 80% para ambos os fungos. 1sso nos revela que os fungos endofiticos pertencentes a estes
dois géneros sao bons produtores de compostos com atividade antioxidante.

No presente estudo, os extratos butanélicos de todos os fungos apresentaram algum
percentual de atividade antioxodante indicando a possibilidade de explorar estes fungos como
fonte de agente antioxidante. Diferentes compostos flngicos com atividade antioxidante
foram isolados de varios fungos endofiticos de diferentes plantas (OLIVEIRA, et al., 2009).
Os antioxidantes protegem as células dos danos causados pelos radicais livres. Reacbes
mediadas por radicais livres estdo associadas a varias doencas que incluem doenca de
Alzheimer, diabetes, distlrbios cardiovasculares e cancer (DORKO, 1994).

Fungos endofiticos sdo uma “fabrica” de novos metabolitos secundarios, incluindo
compostos antibidticos, antioxidantes, anticancerigenos e imunossupressores (STROBEL et
al., 2002). Song et al. (2013) isolaram da raiz de Trachelospermum jasminoides o fungo
Cephalosporium sp., o qual produz o (graphislactona A) que possui forte atividade
antioxidante. Dois antioxidantes, pestacina e isopestacina sdo produzidos por Pestalotiopsis
microspora, um fungo que habita no interior da planta Terminalia morobensis nativa de
Papua Nova Guiné (HARPER et al., 2003). Outro composto antioxidante fenilpropanoide
amida foi isolado do fungo endofitico Penicillium brasilianum que residem em Melia
azedarach (FILL et al., 2010). Os resultados deste estudo demonstram que fungos endofiticos
podem servir como uma fonte potencial de antioxidantes naturais. Este é o primeiro relato
sobre a atividade antioxidante de fungos endofiticos isolados de P. incarnata. Este estudo
fornecera uma base para trabalhos mais abrangente sobre compostos bioativos produzidos por
fungos endofiticos de P. incarnata.

5.3 Caracterizacdo preliminar do perfil quimico por meio de métodos analiticos dos
fungos endofiticos selecionados

Com o intuito de se obter uma maior massa dos extratos, para a realizacdo dos ensaios
cromatrograficos, os fungos foram fermentados novamente em maior volume de caldo batata
dextrose (500 mL). Os fluidos das culturas foram submetidos a parti¢do liquido-liquido com
AcOEt e BuOH, e os extratos, apés evaporacdo do solvente extrator, foram pesados. Os

resultados obtidos nas duas fragdes estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Massa em mg dos extratos obtidos dos fungos endofiticos apds evaporacdo do
solvente extrator.

Massa (mg) fracdo  Massa (mg) fracdo

Cadigo Isolado BUOH ACOEt
LMA 1705 A. versicolor 2.342,12 83,1
LMA 1793  Chaetomium sp. 1.561,1 72,31
LMA 1719 Fusarium sp. 4 65,3 32,4
LMA 1721  Fusarium sp. 5 67,5 35,3
LMA 1684 Trichoderma sp. 252,5 153,3

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

A fracdo butandlica apresentou maior rendimento quando comparada com a fracéo
acetato de etila. Dentre os cinco selecionados, os que apresentaram maior massa de extrato na
fracdo BUOH foram os isolados A. versicolor/LMA 1705 (2.342,12 mg) e Chaetomium
sp./LMA 1793 (1.561,1 mg). Para a fracdo AcOEt os melhores resultados foram para 0s
fungos Trichoderma sp. (153,3 mg) e A. Versicolor (83,1 mg). A otimizagdo dos processos
fermentativos é um importante para a obtencdo de maior rendimento de metabolitos
secundarios, e deve ser considerada em futuras producdes de extratos.

Os isolados selecionados foram re-submetidos aos testes de teor de flavonoides totais,
fendis totais e atividade antioxidante, com o intuito de comparar 0s resultados obtidos nas
duas fragdes. Os resultados para o teor de flavonoides e fendis totais estdo expressos na
Tabela 9. Os teores de fendis e flavonoides totais das fracdes foram expressos em
equivalentes de acido galico (EAG) mg.g™ de extrato e equivalente de rutina em mg.g™” de

extratos, respectivamente.

Quantificacdo do teor de flavonoides totais e fendis totais das fracOes acetato de etila e
butandlica, obtidos dos cinco fungos selecionados.

Flavonoides**

Compostos fendélicos*

Isolado Fracdo AcCOEt  Fracdo BUOH  Fracdo AcOEt Fracdo BuOH
A. versicolor 161,29 £ 0,134 141,72 £ 0,341 71,05+0,456 76,44 +0,314
Chaetomium sp. 164,52 +0,556 155,77 +£0,346 128,57 +1,165 161,94 +0,452
Fusarium sp. 4 208,43+0,876 140,46 +£0,942 139,84 +£0,986 204,59 + 0,331
Fusarium sp. 5 146,98 + 0,976  143,22+0,854 124,77 +£1,004 122,80 + 1,352
Trichoderma sp. 103,62 £ 0,324 140,07 +0,652 105,07 +0,984 162,81+ 2,213

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
Dados expressos como média (n=3) + desvio padréo
*Flavonoides totais equivalentes a Rutina (mg.g™ de extrato);
**Fénois totais (Equivalente a Acido Galico mg.g™ de extrato).

Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para averiguacdo de possiveis diferencas

estatisticas entre as fragOes acetato de etila e butandlica para o teor de flavonoides e fenois
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totais dos cinco fungos analisados. O valor de probabilidade p encontrado para todos os
fungos nas duas classes de compostos (fendis e flavonoides totais) foi menor que 0.05. Assim,
concluimos que estatisticamente ha diferencas entre a fracdo acetato de etila e butandlica, para
todos 0s casos.

Os fungos Aspergillus versicolor/LMA 1705, Chaetomium sp./LMA 1793, Fusarium
sp. 4/LMA 1719 e Trichoderma sp./LMA 1684 apresentaram valores maiores para 0S
flavonoides totais na fragdo butandlica, indicando que o solvente extrator n-Butanol € um bom
solvente para estes metabdlitos. Ja para os compostos fendélicos, todas as amostras (exceto o
fungo Trichoderma sp.) apresentaram valores maiores na fracdo acetato de etila. O fungo
Fusarium sp. 4/LMA 1719 apresentou os maiores teores de fendis e flavonoides totais 208,43
mg.g™ (fracdo AcOEt) e 204,59 mg.g™ (fracdo BuOH) respectivamente. Tung et al. (2007)
isolaram onze compostos fendlicos da fracdo AcOEt da casca de Acacia confusa. Kasote et al.
(2011) relataram a presenca de polifendis com atividade antioxidante na fracdo BuOH da
farinha de linhaga (Linum usitatissimum L.). Assim, os compostos fendlicos podem estar
presentes na fracdo AcOEt e BUOH, respectivamente.

Zhao et al. (2014) estudando um fungo endofitico isolado da raiz de feijdo guandu
(Cajanus cajan L.) utilizou trés solventes (n-Hexano, n-Butanol e Acetato de Etila) de
diferentes polaridades, a fim de determinar o teor de fendis totais e flavonoides nas trés
fracBes. Os melhores resultados foram obtidos na fracdo acetato de etila 578,12 mg.g™ e
356,89 mg.g™ respectivamente, seguido da fracdo butanélica 322,65 mg.g* e 201,27 mg.g™
respectivamete. Em resumo, os contetdos de fendis das diferentes fracdes tiveram a mesma
ordem dos flavonoides: fragdo acetato de etila > fracdo n-Butanol > fragcdo n-Hexano > fragédo
agua. Neste trabalho, por meio da LC-MS/MS, os autores encontraram a luteolina, um tipo de
flavonoide, com base em vias de fragmentacdo. A analise de LC-MS/MS mostrou que a
fracdo acetato de etila do fungo endofitico partilhava o0 mesmo tempo de retencdo do padrédo
luteolina.

Os fungos selecionados foram submetidos novamente a analise da atividade
antioxidante, com a finalidade de comparar as fracGes acetato de etila e butandlica, além
disso, constatar a reprodutibilidade do método utilizado. O método aplicado foi 0 mesmo
utilizado anteriormente, o DPPH, que tem sido amplamente utilizado para avaliar o efeito de
eliminacdo de radicais livres de varias substincias antioxidantes (ALAM; BRISTI,
RAFIQUZZAMAN, 2013). Os resultados mostraram que as duas fragdes dos cinco fungos

analisados apresentaram compostos com atividade antioxidante (Figura 16).
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Figura 16 — Atividade antioxidante das fracdes AcOEt e BuOH dos fungos endofiticos
associados a P. incarnata.
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Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Na literatura varios autores ja relataram a presenca de compostos com atividade
antioxidante nos fungos Chaetomium sp, Aspegillus sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp.
Awad et al. (2014) concluiram em seu estudo que os extratos de éter de petroleo e acetato de
etila da cultura liquida de Chaetomium globosum demonstraram atividade antioxidante,
antimicrobiana e significativo efeito citotdxico na linha celular de carcinoma hepatico
humano. O extrato de éter de petréleo e acetato de etila apresentou 92 e 93,9 % de atividade
antioxidante respectivamente. Do mesmo modo, nossos resultados foram satisfatorios para o
enddfito Chaetomium sp., que exibiu valores de atividade antioxidante, na fracdo acetato de
etila e butandlica, iguais a 93,6 e 94,7%, respectivamente. A partir do extrato de acetato de
etila da cultura liquida de C. globosum, Awad et al. (2014) também conseguiram isolar os
compostos prenisatina, crisofanol, crisazina, chaetoviridina A e chaetoviridina B,
biomoléculas com atividades antioxidante e antimicrobiana significativas sobre

Bacillus subtilis, Escherichia coli e Rhizoctonia solani.
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Arora e Chandra (2011) estudaram a atividade antioxidante do fungo Aspergillus
fumigatus, utilizando diferentes solventes organicos, e observaram que o acetato de etila foi
melhor solvente extrator dos componentes responsaveis pelo potencial antioxidante, seguido
por cloroformio e butanol. A fracdo de éter de petroleo ndo mostrou qualquer atividade. A
fracdo acetato de etila apresentou 74,6% de atividade antioxidante. A fracdo cloroférmio
mostrou 67,4% de efeito de eliminacdo para DPPH, enquanto a fracdo butandlica apresentou
um potencial redutor de 50% de poder antioxidante frente ao radical DPPH. Os resultados
obtidos em nosso estudo sdo bons se comparados com os alcancados por Arora e Chandra
(2011), pois o enddfito Aspergillus versicolor apresentou 6timo percentual de atividade
antioxidante na fracdo acetato de etila e butandlica, 96,4% e 94,8%, respectivamente,
enguanto o resultado da fracdo AcOEt foi melhor em relacdo ao acido ascorbico (95,8 %),
utilizado como controle positivo.

Entre as amostras, a fragdo BUOH do fungo Trichoderma sp. exibiu a atividade de
eliminacdo do radical livre DPPH mais baixa (valor de 1Cs de 304,18 mg/mL), enquanto a
fracdo AcOEt do fungo Chaetomium sp., com um valor de ICso de 0,21 mg/mL, revelou uma
atividade antioxidante superior, em comparacdo aos controles positivo BHT (0,42 mg/mL),
Rutina (0,25 mg/mL) e Acido Ascorbico (0,23 mg/mL) (Tabela 9).

Os fungos Aspergillus versicolor e Chaetomium sp. apresentaram 1Cs
significativamente maiores que os fungos Fusarium sp. 4, Fusarium sp. 5 e Trichoderma sp.

nos dois solventes extratores utilizados neste estudo.

Tabela 9- ICsq de captura do radical livre DPPH das fracfes acetato de etila e butandlica,
obtidos dos cinco fungos selecionados.

Valor do I1Csy (mg/mL)
Fracdo AcOEt Fragdo BuOH

Isolados/Padroées

Aspergillus versicolor 0,23 £ 0,235 0,49 £ 0,214
Chaetomium sp. 0,21 +£0,324 0,28 £ 0,567
Fusarium sp. 4 3,28 £ 0,487 3,22 £ 0,986
Fusarium sp. 5 4,10+0,134 3,28 +1,314
Trichoderma sp. 3,77 £0,023 304,18 + 0,313
Acido ascorbico 0,23 + 0,095

BHT 0,42 £ 0,101

Rutina 0,25 + 0,301

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

Kanagasabapathy et al. (2011), verificaram em seu estudo que a fracdo butandlica do

fungo Pleurotus sajor-caju apresentou melhores resultados comparado com a fracdo acetato
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de etila. Esses dados nos mostram que 0os compostos antioxidantes podem ser encontrados nas

duas fracdes, pois em nosso estudos ambas apresentaram atividade antioxidante.

5.3.1 Analises cromatograficas

As analises de CCD utilizando fase mdvel polar, constituida de acetato de etila:acido
férmico:4cido acético glacial:agua (100:11:11:26) das fracdes AcOEt e BuUOH dos cinco
fungos analisados revelaram perfis variados de bandas para os compostos fenolicos (Figura
17)
Figura 17 — Cromatoplaca observada em UV3g utilizando fase movel polar (acetato de

etila:acido férmico:acido acético glacial:agua) e reveladores difenilborato de aminoetanol a
1% (p/v) e macrogol a 5% (p/v).

Fonte: arquivos pessoais (2016).

A: Padrdo Rutina; B: Aspergillus versicolor AcOEt ; C: A. versicolor BUuOH; D: Chaetomium sp. AcOEt;
E: Chaetomium sp. BUOH; F: Fusarium sp. 4 AcOEt; G: Fusarium sp. 4 BuOH; H: Fusarium sp. 5 AcOEt;
I: Fusarium sp. 5 BuOH; J :Trichoderma sp. AcOEt; K: Trichoderma sp. BUuOH; L: extrato etandlico de P.
incarnata.

A fracdo BuOH dos fungos Fusarium sp. 4 e Fusarium sp. 5 apresentou bandas com
mesmo tempo de retencdo da amostra de P. incarnata, no entanto a coloracdo observada néo
foi igual a da amostra de folha. Todos os fungos apresentaram bandas (exceto A. versicolor
BuOH) de diferentes intensidades, com o mesmo Rf 0,7; a amostra de P.incarnata também
apresentou esse composto.

Com relagéo a analise por CCD utilizando fase movel de menor polaridade e revelador
para compostos da classe dos terpenos, a Figura 18 apresenta o resultado obtido para os
diferentes amostras avaliadas, onde é possivel observar padrdes de coloracdo caracteristicos

para a classe dos terpenos das amostras de fungos analisados, ou seja azul, roxo, entre ourtos.
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Figura 18 — Cromatoplaca utilizando fase movel apolar (Hexano:acetato de etila) revelada
com o reagente anisaldeido-H,SO,4

Fonte: arquivos pessoais (2016)

A: Aspergillus versicolor AcOEt ; B: A. versicolor BuOH; C: Chaetomium sp. AcOEt; D: Chaetomium sp.
BuOH; E: Fusarium sp. 4 AcOEt; F: Fusarium sp. 4 BuOH; G: Fusarium sp. 5 AcOEt; H: Fusarium sp. 5
BuOH; I: Trichoderma sp. AcOEt; J: Trichoderma sp. BuOH.

Apds revelar a placa com reagente anisaldeido, foi possivel observar que as fracGes
butandlicas ndo apresentaram afinidade com a fase mével de menor polaridade, diferente da
fragcédo acetato de etila que apresentou certa afinidade. Todas as amostras obtidas com butanol
apresentaram manchas no ponto de aplicagdo. E importante ressaltar que a fragdo acetato de
etila do fungo Trichoderma sp./LMA 1684 ( | ) foi a que apresentou maior quantidade de
bandas apos revelacdo, e a coloracdo que as bandas apresentaram é caracteristica de
terpenoides. As duas amostras de Fusarium sp (E e G) obtidas em acetato de etila
apresentaram os mesmos compostos por CCD.

Neste trabalho nds utilizamos o método de CLAE-DAD nas fragdes AcOEt e BUuOH
dos cinco fungos selecionados, afim de constatar a presenca de flavonoides nas fracOes
acetato de etila e butandlica. Foram utilizados os padrdes orientina, iso-orientina, vitexina,
iso-vitexina, luteonina e kaempferol, pois estes flavonoides ja foram descritos na espécie P.
incarnata (DHAWAN et al., 2004; MIRODDI et al., 2013).

Nenhuma fracdo (acetato de etila e butandlica) dos fungos analisados apresentou pico
no mesmo tempo de retencdo dos padrdes. Isso nos mostra que os possiveis flavonoides
presentes nas fragdes acetato de etila e butandlica ndo sdo os mesmos encontrados nas folhas
da planta hospedeira. Os cromatogramas dos padrdes encontram-se no proximo item desta

discussao.
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Os extratos obtidos no processo de extracdo liquido-liquido, utilizando acetato de etila
e butanol, dos cinco fungos selecionados (Tabela 8) foram submetidos & analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os cromatogramas
referentes a cada fungo analisado encontram-se no Apéndice. Os metabolitos volateis
detectados nos extratos fangicos que foram possiveis de serem identificados em comparacéo
com os compostos disponiveis na biblioteca NIST- 05 foram: orcinol (3,19%) presente na
fracdo acetato de etila do fungo Aspergillus versicolor/LMA 1705, 4-metoximetilfenol
(4,79%), sorbicilina (33,59%) e ergosterol (23,08 %), presentes na fracdo acetato de etila do
fungo Trichoderma sp/LMA 1684. Ja no fungo Fusarium sp. 4/LMA 1719 foi constatada a
presenca do o composto Isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7-octahidroazuleno, também
na fracdo acetato de etila.

Os compostos produzidos por fungos endofiticos constituem um grupo diverso no que
diz respeito a estruturas e fungdes, podendo ser tanto compostos com baixa massa molecular
(pironas, compostos aromaticos e seus derivados, terpenos, aminoacidos, lactonas, compostos
biciclos e triciclos, entre outros), quanto de alta massa molecular (proteinas, glicoproteinas e
polissacarideos) (LIEBERMANN et al., 2000; LARSEN et al.,2003).

Orcinol (Figura 19), um composto fenolico presente na fracdo acetato de etila da
linhagem endofitica Aspergillus versicolor/LMA 1705, é considerado por alguns autores
como um policetideo (STAUNTON; WEISSMAN, 2001; JORGENSEN et al., 2014).
Policetideos sdo metabolitos secundarios produzidos por alguns organismos como fungos e
bactérias, conhecidos ha muito tempo como uma das classes mais importantes de metabdlitos
fangicos (COX, 2007; O'HAGAN, 1991). Os policetideos fangicos vdo dos compostos
aromaticos monociclicos mais simples, tais como o &cido orselinico e orcinol, as aromaticos
policiclicos como a citrinina (COX; SIMPSON, 2009; STAUNTON; WEISSMAN, 2001).
Além de exibir uma gama impressionante de diversidade funcional e estrutural, eles possuem
uma riqueza de atividades farmacoldgicas importantes, tais como, antibacterianas,
anticancerigenas, antifingicas, antiparasitarias e imunossupressoras (STAUNTON;
WEISSMAN, 2001).
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Figura 19 - Espectro de massas do orcinol, obtido a partir do cromatograma da fracdo acetato
de etila do endofitico Aspergillus versicolor/LMA 1705.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

O Orcinol é um composto fendlico que foi isolado inicialmente de liquens
(associacbes simbidticas entre fungo e alga) (MOSBACH, 1964). Este composto pode ser
sintetizado por descarboxilagdo do acido orselinico em Umbilicaria papulosa e Gliocladium
roseum (PETTERSSON, 1965; MOSBACH; EHRENSVARD, 1966). O &cido orselinico é
um metabdlito encontrado principalmente em liquens como monémero de depsideos e
depsidonas (HONDA; VILEGAS, 1999). Esta molécula e/ou derivados também ja foram
encontrados nas espécies Aspergillus nidulans (SANCHEZ et al., 2010), Chaetomium
globosum (XU et al., 2014), Penicillium fennelliae (ENJK, 1969), P. madriti (GAUCHER,;
SHEPHERD, 1968), Chaetomium globosporum, P. purpurogenum e P. commune, com
destaque para suas atividades antivirais, dentre outras (XU et al., 2014; BASHYAL et al.,
2005; WANG et al., 2011; GAO et al., 2011).

Os dados encontrados assemelham-se aos obtidos por Wu et al. (2016), os quais
confirmaram a presenca de orcinol na espécie A. versicolor. Além de estruturarem e isolarem
esse composto fenolico, os pesquisadores constataram que essa biomolécula possui atividade
antioxidante. Deste modo, pressupfe-se que a atividade antioxidante apresentada na fragéo
acetato de etila da linhagem endofitica A. versicolor/LMA 1705 possa ser atribuida ao orcinol.

Os compostos volateis podem aparecer como produtos intermediarios e finais de
diversas vias metabolicas (HUNG et al., 2013; SIDDIQUEE et al., 2012). Possivelmente o 4-
metoximetilfenol (Figura 20) pode ser um composto intermediario utilizado pelo fungo

Trichoderma sp.
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Figura 20 - Espectro de massas do 4-metoximetilfenol, obtido a partir do cromatograma da
fracdo acetato de etila do endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Fraaije et al. (1998) em seu estudo demostraram que o metabolito 4-metoximetilfenol
representa um indutor "natural” utilizado pela enzima vanilil alcool oxidase do fungo P.
simplicissimum, que catalisa o primeiro passo na degradacdo deste éter metilico fendlico.

Outro composto identificado do fungo Trichoderma sp. foi o composto fendlico
sorbicilina (Figura 21). A sorbicilina foi relatada inicialmente como sendo um contaminante
no processo de producdo da penicilina, por Cram e Tishler (1948), onde a mesma foi isolada e
elucidada juntamente com outros compostos de Penicillium notatum. O reisolamento da
sorbicilina ocorreu em 1953 por Arima e colaboradores, também no fungo P. notatum. Em
1981, Trifonov e colaboradores relataram a presenca de sorbicilina em Verticillium
intertextum e caracterizaram Vvarios outros compostos que estavam estruturalmente
relacionados a sorbicilina. Ao longo dos anos, membros dessa familia de metabolitos
produtores de pigmento amarelo, tém sido isolados de diferentes fungos em diversos
ambientes, inclusive aqueles que habitam o interior de plantas (HARNED; VOLP, 2011,
SALO et al., 2016). E importante ressaltar que este é primeiro relato desse composto como

produto de Trichoderma sp. associado a P. incarnata.
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Figura 21 - Espectro de massas da Sorbicilina, obtido a partir do cromatograma da fragdo
acetato de etila do endofitico Trichoderma sp.LMA 1684.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

De acordo com Salo et al. (2016), os sorbicilinoides, que séo derivados da sorbicilina,
constituem uma classe de compostos que possuem Vvarias atividades bioldgicas, entre elas
atividade antioxidante, antiviral, antiinflamatoria e antimicrobiana.

Ma et al. (2011) estudando o fungo Trichoderma sp. isolado de terras salinas no litoral
da Baia de Bohai, na Provincia de Shandong - China, isolaram dois compostos anélogos a
sorbicilina. Os efeitos citotdxicos dos compostos isolados foram preliminarmente avaliados
contra células leucémicas (P388 e HL-60). Os valores de 1Csq dos compostos 1 e 2 contra as
células P388 e HL-60 foram 72,8 e 44,5 e 52,5 e 81,2 mM, respectivamente, foi utilizado
fluorouracilo como controle positivo (ICso 3,8 € 18,6 mM contra células P388 e HL-60,
respectivamente). Os resultados mostraram que esses compostos eram ligeiramente ativos
contra as duas linhagens celulares. Além disso, 0s compostos 1 e 2 mostraram certa atividade
antioxidante contra o radical livre DPPH com valores de ICsy de 175 e 142 mM,
respectivamente, foi utilizado o &cido ascérbico como controlo positivo, ICsyp 21 mM.
Possivelmente, podemos atribuir & sorbicilina a atividade antioxidante do fungo Trichoderma
sp. isolado em nosso estudo.

Em sua pesquisa com fungos endofiticos associados a Paeonia delavayi Wu et al.
(2011) isolou um enddfito de Trichoderma de onde foram extraidos metabdlitos como o &cido
tricodérico, o 2B-hidroxitrichoacorenol, o ciclonerodiol, o oxido de ciclonerodiol e a
sorbicilina. Todas estas biomoléculas apresentaram atividade inibitéria frente a E. coli e
Staphilococcus albus e graus variaveis de atividade contra Shigella sonnei e fungos

fitopatdgenos como Botrytis cinerea, Fusarium avenaceum, F. moniliforme e Pyricularia
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oryzae. Além disso, estes compostos apresentaram atividade inibitoria contra o patdgeno
humano Exophiala dermatitidis. Os dados obtidos por Wu et al. (2011), corroboram com 0s
nossos resultados, uma vez que foi constatada a presenca de sorbicilina em isolados de
Trichoderma. Consideramos, no entanto, que ha necessidade de maiores estudos com a
finalidade de estruturar a molécula por meio de métodos apropriados, isola-la e confirmar sua
atividade bioldgica.

Ergosterol (Figura 22), outro metabolito identificado na fracdo acetato de etila do
fungo Trichoderma sp. é o principal esterol produzido por fungos. Este terpenoide MM = 396
ocorre como um componente de membranas de células fangicas, por isso é suscetivel de
correlacionar com o crescimento de hifas e biomassa. Considera-se um bom candidato como

um metabolito fungico, para medir o crescimento de fungos em alimentos (Weete, 1974).

Figura 22 - Espectro de massas do ergosterol, obtido a partir do cromatograma da fracdo
acetato de etila do endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

O composto isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7-octahidroazuleno (Figura 23)
identificado na fragdo acetato de etila do fungo Fusarium sp. 4 é um sesquiterpeno derivado
do azuleno. O azuleno € um isdbmero do naftaleno, que possui intensa cor azul, este composto
foi descoberto inicialmente nas especies de planta Achillea millefolium e Artemisia
arborescens. O azuleno é o composto responsdvel pela coloracdo azul dos fungos
basidiomicetos Terana caerulea e Lactarius indigo. Entre as atividades dessa biomolécula

pode ser destacada a atividade anti-inflamatoria, cicatrizante, anti-alérgica, além de ser um
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excelente descongestionante, normalizador e calmante topico (HAGGAG et al., 1975;
BRIGGS etal., 1976; STICHER, 1977; HARMON et al., 1980).

Corroborando com o0s nossos resultados, Zhang et al. (2011) encontraram dois
compostos volateis derivados do azuleno no extrato bruto do fungo endofitico Fusarium
tricinctum isolado da planta Paris polyphylla var. yunnanensis. Os compostos identificados
por meio de CG-EM relatados por Zhang et al. (2011), s&o o azuleno [1S-(1a.,70a.,8ap.)]
1,2,3,5,6,7,8,8a-Octahidro-1,4-dimetil-7-(1-Metiletenilo) e o [laR-(laa,4aB,70,7ap,7ba.)]

Decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno-1H-ciclopropilazulene.

Figura 23 - Espectro de massas do isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7-octahidroazuleno,
obtido a partir do cromatograma da fragdo acetato de etila do endofitico Fusarium sp. 4./LMA
1719.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

De acordo com Liu (2002), os derivados do azuleno podem apresentar coloracéo, por
exemplo, o composto azuleno-1-carboxaldeido, apresenta coloragdo magenta, com base nesta
informacdo, possivelmente a coloracdo arroxeada apresentada pelo extrato bruto do endoéfito
Fusarium sp. 4, pode ser atribuida ao composto isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7-
octahidroazuleno identificado na fracdo acetato de etila, juntamente com outras moléculas que
apresentam esta tonalidade.

5.4. Andlises quimicas nas folhas de P. incarnata
A abordagem fitoquimica do extrato hidroalcoolico a 60% (v/v) das cinco amostras de

folhas de P. incarnata, revelou a presenca de diferentes grupos de metabolitos secundarios.

Segundo LApez (2006), moléculas resultantes do metabolismo secundério ddo origem aos
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principios ativos das plantas, de modo que muitos vegetais apresentam importancia medicinal
e ecologica, devido a agdo desses compostos sobre seus mecanismos de defesa e perpetuacéo.

Dentre os compostos encontrados foi verificada a presenca de flavonoides, fendis e
alcaloides nos cinco espécimes analisados. Esses resultados corroboram com aqueles
relatados em estudos anteriores, no qual também foram detectadas as classes de substancias
mencionadas na espécie P. incarnata (MENDEZ et al., 2011). N&o foi constatada a presenca
de saponinas nos extratos analisados. Esses dados podem ser confirmados com os obtidos na
literatura, pois de acordo com Reginatto et al. (2004) até aquele momento somente a espécie
P. alata apresentava saponinas como metabolitos secundarios majoritérios, diferindo das
demais espécies do género, nas quais os flavonoides sdo os metabolitos principais
(GOSMANN et al., 2011).

Os alcal6ides, que sdo compostos heterociclicos que contém nitrogénio em sua
estrutura, ja foram descritos para o género Passiflora, neste grupo de plantas eles sdo do tipo
indolicos, da familia dos B- carbolinicos, sendo que muitos desses possuem atividades
farmacoldgicas, como anti-hipertensiva e ansiolitica (HARBORNE; BAXTER, 1995). Ha
relatos da presenca de varios grupos de alcaléides (harmina, harmol, harmalina, harmalol e
harmana) para a espécie P. incarnata (POETHKE et al., 1970; SPENCER; SEIGLER, 1985;
REHWALD et al., 1995; SAMPATH et al., 2011).

Como ja relatado anteriormente, os principais metabolitos da espécie estudada sdo 0s
compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, estes compostos foram identificados nos
testes fitoquimicos. Neste estudo utilizamos outros trés métodos para analisar a presenca de
flavonoides nas folhas de P. incarnata, CCD e espectrofotometria UV-Vis e CLAE-DAD.

Na Figura 24 é possivel comparar o perfil cromatogréafico por CCD nas cinco amostras
analisadas, nela observou que ha uma composi¢cdo semelhante de flavonoides entre os
espécimes. O padrdo utilizado nesta analise foi a vitexina (Rf 0,8). As amostras PI-A e PI-B,
apresentaram as bandas com Rf 0,72 e 0,80 mais intensas, indicando que esses compostos
estdo em maior quantidade nessas amostras. A diferenca de coloracdo para a vitexina e as
amostras que apresentaram mesmo Rf, pode justificada, pois em seu estudo avaliando o perfil
cromatrografico de espécies do género Passiflora, Wosch et al. (2017) utilizando mesma fase
movel e reveladores, observaram coloracdo diferentes (amarelo, amarelo esverdeado e
laranja) para a vitexina na espécie P. incarnta, corroborando com as bandas observadas em

nosso estudo.
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Figura 24 — Cromatoplaca observada em luz visivel (A) e em luz UV3g (B) utilizando fase
movel polar (acetato de etila:dcido fdérmico:acido acético glacial:agua) e reveladores
difenilborato de aminoetanol a 1% (p/v) e macrogol a 5% (p/v).

P PI-A PI-B PI-C PI-D PI-E

Fonte: arquivos pessoais (2016).
P: padréo vitexina; P1-A a PI-E: amostras de extrato etandlico de folhas de P. incarnata.

Na determinacdo da composicdo quantitativa de flavonoides e fendis, os teores para
estes compostos observados para os extratos etandlicos se apresentaram diferentes, entre as

plantas analisadas (Figura 25). Os dados utilizados para construcdo das respectivas curvas

analiticas sdo mostrados nas Figuras 26 e 27.

Figura 25 — Teor de flavonoides totais expressos em rutina e de compostos fendlicos
expressos em acido galico, dos cinco espécimes de P. incarnata.

PI-A PI-B PI-C PI-D PI-E

H Flavonoides H Fendis

Fonte: elaborado pelo autor (2016).
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Figura 26 - Curva analitica expressa em pg/mL obtida para a rutina (A = 430nm)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Figura 27 - Curva analitica expressa em pg/mL obtida para o acido galico (A = 765nm)
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Os resultados observados na cromatoplaca (Figura 24) para as amostras PI-A e PI-B
gue apresentaram bandas intensas podem ser confirmados nos testes quantitativos, onde essas
amostras apresentaram teores de flavonoides iguais a 145,03 mg e 132,54 mg expressos em
rutina, respectivamente.

Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, que mostrou que a planta PI-A difere
estatisticamente das plantas PI-C e PI- E e a planta P1-B difere de PI-E pem relacéo ao teor de
flavonoides totais, ja para os compostos fendlicos o teste indicou que PI-A difere de PI-C, PI-
D e PI-E e PI-B difere apenas de PI-E.

Uma das possiveis explicacbes para a variacdo no teor de flavonoides entre as
amostras analisadas pode ser esclarecida pela exposicdo das folhas a radiacdo ultravioleta.
Estes sdo acumulados principalmente nas folhas, pois absorvem a radiagdo UV-B, e sua

sintese é controlada por enzimas da rota biossintética dos fenilpropanoides, que podem ter sua
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expressdo génica induzida pela luz (WATERMAN; MOLE, 1994; BHARTI; KHURANA,
1997).

Como informado anteriormente, os flavonoides pertencem a uma classe muito extensa
de moléculas naturais que estdo amplamente distribuidas no reino vegetal. Sdo substancias
fendlicas presentes em todas as partes das plantas, desde as raizes até as flores e frutos e
folhas, sendo que a espécie P. incarnata é uma das espécies que apresenta maior teor desta
biomolécula em suas folhas (DHAWAN et al., 2004). Foi relatado por Menghini et al. (1993)
que a maior concentracdo de flavonoides em P. incarnata encontra-se nas folhas, sendo que o
maior teor de isovitexina foi encontrado no periodo de pré-floracao e fase de floracéo.

Dhawan et al. (2004) em sua revisdo sobre o género Passiflora relata que em vérios
estudos quantitativos, observou-se que o extrato etandlico de P. incarnata apresentou maior
teor de flavonoides, em comparacdo com outros solvente, além disso a técnica de
espectrofotometria UV-Vis vem sendo utilizada na avaliagdo de solugdes extrativas do género
Passiflora (PETRY et al., 1998; SOUZA et al., 2000; DE-PARIS et al, 2002). A literatura
descreve teores de flavonoides totais presentes em P. alata de 1,90% (p/p) para extrato
aquoso (DE-PARIS et al., 2002) e de 2,90% (p/p) para extrato hidroetanolico (PETRY et al.,
2001). O ensaio se baseia na formacdo de um complexo flavonoide-AlCl;, que permite a
determinacédo quantitativa.

Os nossos dados corroboram com os dados disponiveis na literatura quanto ao teor de
flavonoides quantificados nas folhas de P.incarnata. Masteikova et al. (2008), analisaram a
presenca de flavonoides no extrato aquoso e etanolico de P. incarnata e encontraram teores de
12 mg e 164 mg respectivamente, 0s teores foram expressos em rutina.

Estudando o teor de compostos fendlicos e flavonoides presente no extrato
hidroalcodlico de vinte plantas medicinais indianas distribuidas em quinze familias diferentes,
Sulaiman e Balachandran (2012), concluiram que as plantas pertencentes a familia
Mimosaceae é a fonte mais rica em fendis (Acacia nilotica: 80,63 mg EAG, Acacia catechu
78,12 mg EAG, Albizia lebbeck 66,23 mg EAG) entre as espécies analisadas. O segundo
grupo com alto contetudo fendlico € a familia Caesalpiniaceae (Senna tora 65,54 mg EAG,
Saraca asoca 38,15 mg EAG e Caesalpinia sappan 24,52 mg EAG). A familia
Caesalpiniaceae possui uma relagdo significativa entre o teor de fendis e flavonoides que
indica que a familia € rica nestes compostos. As folhas de Oroxylum indicum apresentou o
menor teor de flavonoides (0,08 mg), ja Senna tora o maior teor (21,58 mg). Embelia ribes,
Aerva lanata, Biophytum sensitivum mostram um valor mediano desses compostos, 13,52 mg,

22,7 mg e 13,52 mg EAG para compostos fenolicos e 01,86 mg, 6,99 mg e 01,86 mg para
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flavonoide, respctivamente. Ficus microcarpa e Ficus racemosa pertencentes a familia

Moraceae apresentam fendlicos comparativamente bons em comparacdo com as outras
plantas, 24,47 mg EAG e 12,36 mg EAG.

Neste trabalho utilizamos a técnica de CLAE-DAD como método complementar a

espectrofometria UV-Vis, a fim de identificar e quantificar os flavonoides presentes no

extrato etanolico de P. incarnata. Foi utilizado como padréo de referéncia os flavonoides ja

descrito nesta espécie, que sdo, orientina, iso-orientina, vitexina, isovitexina, luteolina e

kaempferol, os cromatogramas destes padrdes encontram-se na Figura 28.

Figura 28 — Cromatograma dos padrdes de flavonoides ja encontrado na espécie de P.

incarnata. Orientina (15,34 min.),
Isovitexina (21,11 min.), Luteolina (31,79 min) e Kaempferol (34,31 min.).
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A quantificagdo dos flavonoides nos extratos hidroetandlicos 60% (v/v) das amostras
de P. incarnata foi realizado por meio do método de padronizagdo externa, utilizando-se as
curvas analiticas construidas para cada padrdo. Nao foi constatada a presenca de orientina,
luteolina e kaempferol nas cinco amostras de P. incarnata analisadas. Os teores de

flavonoides encontrados nas amostras estédo representados na Tabela 10.

Tabela 10 — Teor (%) dos flavonoides encontrados nas folhas de P. incarnata.

Flavonoides
Amostras oo Vitexina  Vitexina  Iso-orientina
PI-A 11,60 1,41 2,96
PI-B 8,37 0,99 2,42
PI-C 591 0,52 2,03
PI-D 4,25 0,45 3,31
PI-E 2,89 0,25 3,92

Fonte: elaborado pelo autor (2017).

A amostra PI-A apresentou 0s maiores teores de iso-vitexina e vitexina, 11,60 e 1,41
% respectivamente, seguido da amostra P1-B com 8,37 e 0,99 % respctivamente. As amostras
PI-D e PI-E possuem os maiores teores para iso-orientina, 3,31 e 3,92% respctivamente.

A auséncia da orientina e outros flavonoides pode estar relacionada a diversos fatores
de cultivo de P. incarnata, bem como ao estagio de desenvolvimento da planta (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Dentro da familia Passifloraceae a espécie P. incarnata € mais estudada do ponto de
vista farmacoldgico (DHAWAN et al., 2004; MIRODDI et al., 2013), sendo que seu extrato
foliar tem demonstrado possuir atividade ansiolitica e sedativa (SAMPATH et al., 2011;
APPEL et al., 2011), bem como no tratamento para diabétes (GUPTA et al., 2012 ), além de
atividade antiinflamatéria (MONTANHER et al., 2007) e antioxidante (ZANOLI et al., 2000).

Chipault et al. (1952, 1955) estdo entre os primeiros pesquisadores a estudar a
atividade antioxidante de extratos vegetais, desde entdo, o interesse em relatar a atividade
antioxidade de extratos de plantas aumentou consideravelmente, ampliando informacdes
sobre os compostos e mecanismos envolvidos . A atividade antioxidante tanto de compostos
puros, quanto de extratos vegetais, tem sido determinada pela quantificacdo do consumo de
oxigénio ou pela producdo de hidroperoxidos ou outros produtos de degradacdo (BRAND-
WILLIAMS, CUVELIE; BERSET, 1995). Em sua revisdo Alam et al. (2013) descrevem uma

variedade de métodos que estdo sendo utilizado para determinar a capacidade antioxidante e
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avaliar a degradacdo de radicais a partir de produtos naturais, sendo que o método mais
utilizado para avaliar a atividade antioxidante é o da captura do radical livre DPPH.

A acdo antioxidante dos extratos etanolicos de P. incarnata foi analisada por meio da
capacidade dos antioxidantes presentes na amostra de capturarem o radical livre DPPH, 0s

resultados obtidos estdo descritos na Tabela 11 e Figura 29.

Tabela 11 — ICsq das amostras de P. incarnata

Espécime de P. incarnata 1Cs0 (Mg/mL )
PI-A 0,87 £1,233

PI-B 1,15+ 1,784

PI-C 1,46 + 0,982

PI-D 1,95+1,433

PI-E 1,71 +£1,224

Acido ascorbico 0,28 + 0,091
BHT 0,42 £0,101

Rutina 0,25+ 0,301

Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Marroquin et al. (2012) estudanto P. edulis, P. incarnata e P. ligularis cultivadas na
Guatemala, encontraram um melhor resultado de atividade antioxidante para o extrato
metanolico de P. ligularis (ICsp 1,65 mg/mL), o extrato metandlico de P. incarnata
apresentou atividade antioxidante de 1Csp 2,2 mg/mL. Todos os espécimes analisados no
nosso estudo apresentaram ICsq (0,87 — 1,71 mg/mL) menores do que a P. incarnata cultivada
nos territorios da Guatemala, as condic¢des de plantio, localizacdo e o solvente entrator podem
ser as causas dessa diferenca.

Ramaiya et al. (2014) encontraram valores distintos de atividade antioxidante em trés
espécies diferentes de Passiflora utilizando trés diferentes solventes. O ICsq variou de 0,456 a
3,42 mg/mL e de 0,31 a 2,13 pg/mL para as folhas e caules, respectivamente. O percentual de
atividade antioxidante foi maior no extrato metandlico, seguido pela acetona, a menor
atividade antioxidante foi observada nos extratos de éter de petr6leo. Observou-se que a
atividade antioxidante da folha foi mais alta no extrato de metanol de P. maliformis (0,45
mg/mL), seguindo-se as de P. edulis (0,65 mg/mL) e P. quadrangularis (0,78 mg/mL).

Estudando a atividade antioxidante de sete espécies do género Passiflora Montero et
al. (2014), viram que as espécies de interesse comerciais apresentaram valores variados de
atividade antioxidante, P. edulis apresentou média de 60%, P. alata 40% e P.incarnata 55%,
ja as espécies nativas, como P. gardneri e P. mucronata apresentaram menos de 40% de

captura do radical livre DPPH. Masteikova et al. (2008), estudando o extrato etandlico de P.
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incanrnata, constatou que o extrato das folhas de maracuja era capaz de eliminar 70% dos
radicais livres presentes no meio. Essas informagdes corroboram com os dados obtidos em
nosso estudo, onde o percentual de atividade antioxidante variou de 58-79% entre as amostras

de P. incarnata.

Figura 29 - Percentual de atividade antioxidante entre as amostras de P. incarnata avaliadas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2016).

Os dados obtidos na triagem dos fungos endofiticos mostram que os isolados
Aspergillus versicolor e Chaetomium sp. apresentam maior atividade antioxidante que sua
planta hospedeira 94,31 e 94,64% respectivamente, e 1Cso também menor 0,23 e 0,21 mg.g-1 .
Isso nos mostra que os fungos endofiticos isolados de P. incarnata sdo capazes de produzir
moléculas bioativas com capacidade antioxidante. Estudos posteriores poderdo elucidar a
estrutura quimica dessas moléculas e sua aplicacdo biotecnoldgica, bem como nos mostrar se

esses compostos sdo 0s mesmos presentes nas folhas de P. incarnata.
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6 CONCLUSAO

As amostras de folha de P. incarnata apresentaram fungos endofiticos de ocorréncia
comum em outras plantas medicinais, provavelmente o nimero significativo de morfotipos

ndo esporulantes obtidos também revele espécies ainda desconhecidas para a ciéncia.

Os dados obtidos mostraram que os endofitos aqui isolados sdo capazes de produzir
pelo menos uma classe de metabolito secundario (compostos fendlicos, flavonoides, taninos

e/ou saponinas) de importancia farmacéutica, como revelado pela triagem fitoquimica.

Para estudos futuros de aplicacdo farmacoldgica de nossos isolados, 0os compostos
fendlicos devem ser priorizados, pois dentre a triagem realizada foi o metabdlito de maior

ocorréncia, com destaque para a atividade antioxidante.

A espectrofotometria no UV-visivel de complexo flavonicos com cloreto de aluminio
é adequada para a determinacdo de flavonoides em filtrados fungicos, ao contrario do método
que foi adaptado da Farmacopéia Européia.

Nossos resultados mostraram que os endofitos Chaetomium sp/LMA 1793 e
Aspergillus versicolor/LMA 1705 apresentam compostos com elevada atividade antioxidante,
uma vez que estes fungos apresentaram 1Cso menores que 0s extratos etandlicos das folhas de
P. incarnata e dos padrdes utilizados neste estudo e, portanto, podem ser considerados como

possiveis fontes promissoras de novos farmacos.

As analises por CG-EM comprovaram a presenca de alguns compostos fendlicos tais
como metoximetil fenol, orcinol e sorbicilina, sendo os dois ultimos de importancia para a

industria farmacéutica.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu com a criacdo de uma colecdo de micro-organismos
isolados de hospedeiro ainda ndo estudado no ambito de micro-organismos endofiticos. Esse
importante patriménio genético esta em avaliacdo por discentes que compdem o projeto
vinculado & FAPESP.

Os resultados preliminares revelaram que que os fungos bioprospectados sao
muitissimos promissores para futuras aplicacdes biotecnoldgica, merecendo destaque cinco
deles, onde produziram biomoléculas com alta atividade antioxidante, além disso todas as
linhagens apresentaram diversidade de metabolitos quimicos mediante a analise qualitativa de
fitoconstituintes.

Estudos futuros poderdo continuar a explorar o potencial biotecnolédgico, farmacéutico
e taxonbmico dessa colecdo de micro-organismos. Além disso, muitos dos enddéfitos
recuperados das folhas de P. incarnata incluem isolados que ndo ainda ndo foram
identificados morfologica e molecularmente, portanto, estudos futuros de taxonomia e

sistematica poderdo revelar espécies novas contidas nessa colecao.
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APENDICE A

Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) e seus compostos/tempo de
retencao.

Figura Al - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo AcOEt do fungo
endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A1-Constituintes da fracdo AcOEt do fungo endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 1,4-metoximetilfenol 4,181 4,79
2 N.I. 5,746 12,39
3 N.I. 14,602 16,07
4 Sorbicillina 17,308 33,59
5 N.I. 20,576 10,04
6 Ergosterol 28,592 23,08

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A2 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fracdo BuOH do fungo
endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A2—Constituintes da fracdo BuOH do fungo endofitico Trichoderma sp./LMA 1684.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 2,331 20,23
2 N.I. 2,983 22,14
3 N.I. 3,456 20,41
4 N.I. 6,324 8,53
5 N.I. 14,345 4,53
6 N.I. 15,865 17,35
7 N.I. 49,343 6,81

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A3 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo AcOEt do fungo
endofitico Aspergillus versicolor/LMA 1705.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A3—Constituintes da fracdo AcOEt do fungo endofitico Aspergillus versicolor/LMA

1705.
Pico Constituinte T.R Area (%)
1 orcinol 3,539 3,19
2 N.I. 4,124 5,49
3 N.I. 4,709 3,77
4 N.I. 16,962 66,65
5 N.I. 17,936 5,74
6 N.I. 18,298 5,26
7 N.I. 19,386 4,37
8 N.I. 19,978 5,50

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A4 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo BuOH do fungo
endofitico Aspergillus versicolor/LMA 1705.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A4 —Constituintes da fracdo BUOH do fungo endofitico Aspergillus versicolor/LMA
1705.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 6,43 17,48
2 N.I. 6,94 20,12
3 N.I. 12,61 62,41

Fonte: elaborado pelo autor (2017).



105

Figura A5 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo AcOEt do fungo
endofitico Fusarium sp. 4/LMA 1719.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A5-Constituintes da fracdo AcOEt do fungo endofitico Fusarium sp. 4/LMA 1719.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 isopropenil-1,4-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,7- 9,18 96,36
octahidroazuleno
2 N.I. 27,89 3,63

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A6 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fracdo BuOH do fungo
endofitico Fusarium sp. 4/LMA 1719.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A6—Constituintes da fracdo BuOH do fungo endofitico Fusarium sp. 4/LMA 1719.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 3,20 12,19
2 N.I. 3,32 13,77
3 N.I. 3,68 16,49
4 N.I. 6,45 11,34
5 N.I. 12,38 17,74
6 N.I. 50,01 28,98

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A7 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo AcOEt do fungo
endofitico Fusarium sp. 5/LMA 1721.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A7-Constituintes da fracdo AcOEt do fungo endofitico Fusarium sp. 5/LMA 1721.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 3,20 2,17
2 N.I. 3,32 3,19
3 N.I. 3,68 4,35
4 N.I. 49,16 90,27

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A8 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fracdo BuOH do fungo
endofitico Fusarium sp. 5/LMA 1721.
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Tabela A8-Constituintes da fracdo BuOH do fungo endofitico Fusarium sp. 5/LMA 1721.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 6,522 5,483
2 N.I. 9,525 27,790
3 N.I. 13,082 16,054
4 N.I. 13,571 2,434
5 N.I. 16,829 28,232
6 N.I. 22,879 3,727
7 N.I. 23,445 14,046
8 N.I. 24,470 2,234

Fonte: elaborado pelo autor (2017).
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Figura A9 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fragdo AcOEt do fungo
endofitico Chaetomium sp./LMA 1793
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A9 — Constituintes da fracdo AcOEt do fungo endofitico Chaetomium sp./LMA 1793.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 2,88 14,14
2 N.I. 3,20 8,32
3 N.I. 2.68 12,03
4 N.I. 10,28 3,31
5 N.I. 18,26 16,66
6 N.I.. 27,43 21,32
7 N.I. 32,31 27,22

Fonte: elaborado pelo autor (2017).



110

Figura A10 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG) da fracdo BUOH do fungo
endofitico Chaetomium sp./LMA 1793.
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Fonte: arquivos pessoais (2017).

Tabela A10 — Constituintes da fragdo BuOH do fungo endofitico Chaetomium sp./LMA 1793.

Pico Constituinte TR Area (%)
1 N.I. 3,20 11,69
2 N.I. 3,32 17,61
3 N.I. 3,68 19,84
4 N.I. 4,60 27,21
5 N.I. 18,26 9,53
6 N.I.. 49,78 16,12

Fonte: elaborado pelo autor (2017).



