1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € citado na literatura como a primeira alternativa
farmacoldgica encontrada para a cura de doencas (BADKE et al., 2011, FIRMO et al., 2011).

Nesse sentido, a comunidade cientifica tem realizado inimeras descobertas de
metabdlitos priméarios e secundarios disponiveis na natureza, sejam estes produzidos por
plantas ou por microrganismos, que podem oferecer novas oportunidades para diversificar a
industria farmacéutica, de producdo de herbicidas (CARVALHO et al., 2016).

Um exemplo foi a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, de modo
que, a busca de sua eficacia ndo parou, e finalmente, em 1950 foi distribuida para
comercializagéo e dois anos depois foram vendidas 150 toneladas deste farmaco nos Estados
Unidos (LOPES, 2011).

Assim, 0 que se busca até os dias de hoje, ainda sdo moléculas tdo efetivas quanto a
penicilina, o que leva pesquisadores a acreditarem no potencial dos microrganismos, em
particular os endofiticos, produtores de diversas substancias bioativas.

Os endofitos se caracterizam por fungos e bactérias que vivem no interior das plantas
especialmente em raizes, caules e folhas, sem causarem danos aparentes aos seus hospedeiros
(AZEVEDO et al., 1999). Embora fungos endofiticos tenham sido descritos ha mais de um
século, somente no final da década de 1970, Carroll e colaboradores realizaram estudos
envolvendo a taxonomia e ecologia desses microrganismos e constataram a capacidade dos
endofitos de proteger as plantas contra patdgenos e insetos predadores, diante das pesquisas ja
realizadas, surgiram maiores interesses dos pesquisadores em explorar a potencialidade dos
endofiticos (BERNSTEIN; CARROLL, 1977; CARROLL; CARROLL, 1978).

Deste modo, a riqueza de plantas existentes na natureza abriga uma grande diversidade
de endofitos promissores a protecdo de seus hospedeiros agindo contra insetos-praga,
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patdgenos e herbivoros (AZEVEDO, 2000). Além disso, podem conferir maior resisténcia a
seus hospedeiros contra condi¢Ges de estresse hidrico, alterar propriedades fisioldgicas das
plantas, produzindo hormdénios vegetais, enzimas e outros compostos de interesse
biotecnologico (ARAUJO, 2010).

Um dos mais citados exemplos de substancia de importancia farmacolégica extraido
de planta e também sintetizado por endofiticos é o taxol, um anticancerigeno isolado do teixo
do Pacifico, Taxus brevifolia, e posteriormente do end6fito Taxomyces andreanea (STIERLE
et al., 1993, SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Neste sentido, a espécie medicinal Himathanthus sucuuba, amplamente utilizada na
etnofarmacologia, apresenta potencial farmacologico, visto que, ja foram isoladas substancias
com comprovada atividade bioldgica (MONTEIRO et al., 2012; VASQUEZ et al., 2014).

H. sucuuba apresenta diversas aplicacdoes: folha, caule e latex sdo utilizados na forma
de infusdo e decocgdo como vermifugo, no combate a Glceras, como emplastro nas afeccGes
herpéticas, psoriase e verrugas (SEGOVIA; ORELLANA, 2003), como antitumoral,
antifingico e no tratamento de gastrites, Ulceras e artrites (AIRES, 2013), para tratar tosse,
gripe, diarreia, hemorroidas, verrugas, luxacdes, infec¢bes fungicas, anemia, depuracdo do
sangue, afrodisiaco e nos processos de analgesia (LINHARES et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2010; PINHEIRO et al., 2014).

Estudos ja realizados com H. sucuuba mostraram que a mesma tem acéo eficaz como
inibidor de vias inflamatorias (FAKHRUDIN et al., 2014), analgésico (MIRANDA et al.,
2000), leishmanicida (SOARES et al., 2010) e se mostrou seguro para 0 consumo humano,
visto que, apresentou baixa toxicidade reprodutiva e teratogénica (GUERRA; PETERS,
1991).

Embora a literatura reporte estudos sobre a composi¢do quimica e atividade bioldgica

de Himatanthus sucuuba, ndo ha pesquisas relatando a sua comunidade endofitica e potencial
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antibacteriano da mesma. Assim, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar a
diversidade de fungos endofiticos presentes em Himatanthus sucuuba, e avaliar a atividade
antibacteriana dos metabdlitos endofiticos frente as bactérias patogénicas Staphylococcus

aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e a origem dos Produtos Naturais

Os primeiros registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais séo datados de 500
a.C., em texto Chinés que relata nomes, doses e indicacdes de uso de plantas para tratamento
de diversas doencas (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006; ALMEIDA, 2013; PEREIRA, 2013).
Posteriormente, o Papiro Ebers de 1.550 a.C. possui descri¢cdes de plantas medicinais feitas
pelos Egipcios, e relata aproximadamente 100 doencas e um grande nimero de drogas de
natureza animal, vegetal ou mineral utilizados na cura de doencas e para afastar maus
espiritos (BANOSKI, 2008; FIRMO et al., 2011).

Os referidos relatos mostram, que as populagcdes de todo o mundo tém usado as
plantas, ao longo dos séculos, na busca por alivio de sintomas, cura de doencas e controle de
pragas (FERNANDES-JUNIOR et al., 2007; ARGENTA et al., 2011). De acordo com o
historico literario, os medicamentos tiveram origem natural, sendo de fonte vegetal, mineral,
microbiano e por fim, animal (NASCIUTTI, 2012).

O Brasil é um pais rico em biodiversidade, entretanto, ainda pouco estudada, embora
nos ultimos 15 anos o Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NuBBE) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) tenha reunido a primeira base de dados
sobre compostos quimicos naturais extraidos da biodiversidade brasileira com um acervo de
640 substancias, incluindo as principais propriedades fisico-quimicas e bioldgicas até a
estrutura tridimensional dos compostos, 0 que tem despertado o interesse de pesquisadores de
varias partes do mundo (MARQUES, 2014).

Conforme Dam (2012), com os avancos da ciéncia e dos processos de industrializacéo,
esses produtos naturais passaram a ser processados em laboratorio, para purificar seus

principios ativos, testar sua eficacia terapéutica, estabelecer dosagens seguras com melhores
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resultados na sua administracdo e para se obter produtos semi-sintéticos mais potentes e com
menos efeitos colaterais.

Aproximadamente 50% dos medicamentos em uso sdo de origem sintética e cerca de
25% sdo de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese (FOGLIO et al., 2006).
Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e dos processos biotecnoldgicos, cerca
de 25% dos medicamentos utilizados nos paises industrializados sdo originarios de cerca de
90 espécies de plantas, sendo os paises orientais, como China e Japdo, 0s que mais
pesquisaram e disponibilizam farmacos de origem natural nos ultimos 20 anos (FOGLIO et
al., 2006; BRASIL, 2012). Essas conquistas e reconhecimento incentivam pesquisadores a
estudar as plantas medicinais amazonicas, como Himatanthus sucuuba, visando conhecer ndo

somente seus compostos quimicos, mas a relevancia de seus principios ativos.

2.2 Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mull. Arg.) Woodson

De acordo com Azambuja (1947) até 1656, todas as espécies produtoras de latex eram
reunidas em um grupo chamado de Apocynum. A partir de 1759, Bernard de Jussieu aceitou a
familia Apocynaceae sob 0 nome de Apocina e ao longo dos Gltimos anos ocorreram varias
reclassificacbes até a organizacdo das Apocynaceae (Dicotiledénea) em cinco subfamilias:
Apocynaceae (Rauvolfioideae e Apocynoideae) e Asclepiadaceae (Periplocoideae,
Secamonoideae e Asclepiadoideae) (ENDRESS; BRUYNS, 2000). Recentemente ainda
foram classificadas 25 tribos e 49 subtribos para esta familia (ENDRESS et al., 2014). De
acordo com Rapini et al. (2009) existem de cerca de 5.000 espécies de Apocynaceae,
distribuidas principalmente em regides tropicais e subtropicais de todo mundo. Os autores
também elevam o numero de géneros para 450 e as espécies existentes no Brasil para 750,
sendo que destas, 85 sdo consideradas raras, € 0 nimero de géneros pode chegar a 60,

habitando principalmente as Regifes Sul e Sudeste do Brasil.
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Como parte da Familia Apocynaceae, o género Himatanthus foi descrito pela primeira
vez em um inédito manuscrito no herbario de Carl Ludwig Willdenow com base nas espécies
Unicas "Himatanthus rigida Willd", descrito a partir da amostra Sieber SN recolhidos entre
1801 e 1807 e agrupado dentro do género Plumeria (SPINA et al., 2013). Em 1938, Woodson
reconheceu o género Himatanthus, separando este do género Plumeria (AZAMBUJA, 1947).
O género ainda é considerado monofilético e de origem recente, 0 que torna as espécies
semelhantes do ponto de vista morfologico e molecular (SPINA, 2004).

A espécie Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.). Woodson, pertencente a
familia Apocynaceae, subclasse Asteridae, ordem Gentianales, subordem Apocyninae
(CRONQUIST, 1998). E uma arvore de grande porte, variando de 8 a 20 m de altura
(FERREIRA et al., 2009), apresentando caule tortuoso pardacento, base do tronco reta e casca
fissurada (SEGOVIA; ORELLANA, 2003).

Larrosa; Duarte (2005b) contribuiram com estudos da anatomia do caule incluindo
casca, cambio vascular, xilema, floema interno, parénquima medular e observaram lactiferos
ramificados na casca, prismas e drusas de oxalato de célcio, fibras e células pétreas no floema
externo que podem auxiliar na identificacdo ou diferenciacédo de espécie semelhantes.

A morfologia externa e a anatomia das folhas foram detalhadamente descritas por
Larrosa; Duarte (2005a), se apresentando como folhas simples e alternas, curtamente
pecioladas, com aproximadamente 20 cm de comprimento e 7 cm de largura, simétricas, de
forma obovado-lanceolada, com apice agudo a acuminado, base aguda a decurrente, margem
inteira, coloracdo verde escura na face adaxial e verde amarelada na face abaxial. Possui
nervagao pinada, camptédroma do tipo broquidédromo.

As folhas também apresentam laticiferos ramificados proximos aos feixes vasculares,
camada subepidérmica na nervura central, feixes vasculares bicolaterais em arranjo triangular

na nervura central e no peciolo, os idioblastos apresentam cristais de oxalato de calcio e
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compostos fenolicos, os estdmatos sdo anomociticos com bordas periestomaticas na face
abaxial (LARROSA; DUARTE, 2005a).

Quanto a fenologia, o género floresce entre 0s meses de janeiro a maio e de agosto a
novembro. As inflorescéncias sdo dispostas em paniculas terminais com poucas flores,
grandes e brancas de perfume adocicado (SEGOVIA; ORELLANA, 2003; LARROSA,;
DUARTE, 2005b). A frutificacdo ocorre nos meses de janeiro, margo, agosto e novembro
independente da estacdo seca ou chuvosa (CAMPOS; FARINACCIO, 2011).

Os frutos sdo deiscentes em forma de capsula lenhosa medindo entre 20 e 40 cm de
comprimento e até 14 cm de diametro normalmente em pares contendo sementes elipsoides
aladas distribuidas no fruto na forma de escamas (LARROSA; DUARTE, 2005b), conforme
Figura 1. Esta estrutura reveste inteiramente a semente protegendo e facilitando a dispersao da
espécie pelo vento (anemocdria) e pela agua (hidrocoria), uma vez que foram observadas no
ambiente natural de varzea e em experimento em viveiro, que a semente de H. sucuuba pode
permanecer horas flutuando até afundar por completo o que se torna um fator favoravel para a
manutencdo da espécie em areas de varzea, o que pode facilitar a coleta do latex pelas

comunidades extrativistas (FERREIRA et al., 2005).

Figura 1. Morfologia da espécie Himatanthus sucuuba. (A) Arvore; (B) Flores; (C) Frutos
imaturos; (D) Fruto seco com sementes em fase de disperséo.
Fonte: Arquivo pessoal.

Monteiro (2010) se refere as Apocinaceas como produtoras de latex utilizado para fins
como producao de borracha, goma de mascar e uso medicinal. O autor ainda descreve o latex

como, um liquido viscoso, de cor amarelo-esbranquicada, produzido pela planta, em
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estruturas especializadas, denominadas de vasos lactiferos presentes no caule, que ao ser
seccionado secreta o latex para a superficie, que coagula e veda por sistemas enziméticos o
ferimento feito na planta.

A espécie H. sucuuba ocorre ao longo da América do Sul, em paises como Panama,
Coldémbia, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa e na Bolivia (MORAGAS, 2006).
No Brasil, ocorre nas regides Norte (Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins), Nordeste (Estado do Maranhdo) e Centro-Oeste (Estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal) sendo uma espécie arbdrea nativa da
Amazonia e do cerrado (LARROSA; DUARTE, 2005a; FORZZA; LEITMAN, 2010;
SOARES et al., 2010).

A espécie e considerada de boa adaptacdo aos diferentes ambientes e substratos, se
desenvolvendo tanto, em éareas alagadicas, quanto em terras inundaveis, incluindo o
desenvolvimento de estratégias para tolerar os baixos niveis de oxigenacdo, 0 que permite a
germinacdo e sobrevivencia dos individuos jovens apos longos periodos de inundacdo nas

florestas de varzea (FERREIRA et al., 2009).

2.2.1 Principais aplica¢des etnofarmacologicas da espécie

A espécie Himatanthus sucuuba é bastante utilizada por varios povos, no entanto é
importante a correta identificacdo, considerando que, cada pais ou regido apresenta um nome
popular diferente. No Brasil é conhecida como sucuuba, sucuba, janaguba, ucuuba, caracucha,
caracuchu-blanco, leiteiro, pau-de-leite, sanango, tiborna; pelos povos Tikuna do Brasil como
naaypere; na Colémbia é chamada platanote; no Peru conhecida como bellaco-caspi; no
Equador é conhecida pelos povos Waorani como ceneiwe (LARROSA; DUARTE, 2005a;
SOARES et al., 2010; VIANA et al., 2011). Na Bolivia é popularmente conhecida como

caimo-platano, platano, jihuibepia; pelos povos nativos Tacana da Amaz6nia de Pando como
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bashipasha, nashaal; na Venezuela amapola, eukui-ye, kamajumimo, lechero, maripa-aripao,
mapolo, platanote, rabipelado; na Guiana, frangi-pani e maho, e na Guiana Francesa, balata-
sauvage, bois-chenille, bois-lait (MORAGAS, 2006).

Espécies do género Himatanthus sdo amplamente utilizadas em estados das regiGes
Norte e Nordeste do Brasil, e em outros paises da América do Sul como Peru e Coldémbia para
o tratamento de diversas doencas como gastrite, artrite, cancer, diarreia, ameba, hérnia,
furinculo, tumores, dor de dentes, e a tintura da casca para luxacdes (PERDUE; BLONSTER
1978; RODRIGUES et al., 2010). Assim, a espécie mais utilizada popularmente é H. succuba
sendo citada pela grande maioria das pessoas entrevistadas que fazem uso de plantas
medicinais (FRANCO; BARROS, 2006; LEAO et al., 2007; SOARES et al., 2010). Quanto
as formas de uso, na medicina popular, folha, caule com casca e latex tém as mais variadas
formas de preparo.

As folhas sdo preparadas na forma de infusdo para tratar tumores, gastrites, ulceras,
artrites e como antifngico (AIRES, 2013), na forma de decocto contra constipacao, dores e
irritacdo do estdbmago (LAROSSA; DUARTE, 2005a).

A infusdo da casca seca € conhecida pela atividade antitlcera e afrodisiaca (WOOD et
al., 2001), sendo também, bastante utilizada, como antitumoral, antifiungico e no tratamento
de gastrites, artrites (AIRES, 2013), inflamacdes, cancer, diarreia, ameba (LEAO et al., 2007),
dor de dentes, e a tintura da casca para luxacdes (RODRIGUES et al., 2010). As comunidades
ribeirinhas da Amaz6nia ainda usam a casca do caule seco como analgésico e para cura da
tosse (WOOD et al., 2001). No Peru, a infusdo da casca do caule é usada como agente
cicatrizante de feridas, tratamento de tumores, furdnculos e inchagos, contra a artrite, como
laxante vermifugo e como alucindgeno. Na Colémbia, a raiz ainda é considerada muito
venenosa o que limita os usos tradicionais e a exploracdo da espécie (WOOQOD et al., 2001).

O latex de H. sucuuba é muito utilizado na medicina popular da regido Norte do Brasil
e no Peru principalmente na forma de suco para o tratamento do cancer, antifingico,
antianémico, anti-inflamatério (BARRETO et al., 2007), contra gripe, tosse, depurativo

(FRANCO; BARROQOS, 2006), gastrite, hemorréidas, anemia, artrite, verminoses (MIRANDA
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et al., 2000), no combate a Ulceras e como emplastro nas afeccdes herpéticas, psoriase e
verrugas (SEGOVIA; ORELLANA, 2003; LAROSSA; DUARTE, 2005a). Segundo
Rodrigues et al. (2010), o latex de H. sucuuba ainda é indicado para os casos de dores
lombares.

Conforme Linhares; Pinheiro (2011) a forma de extracdo do latex utilizado pelas
comunidades extrativistas ainda é bastante rudimentar, pois consiste na extracao da casca com
uso de facdo e posterior retirada do latex com auxilio de esponja embebida em agua, e apds
este processo, se faz a decantagdo. Segundo relatos dos extrativistas o periodo de melhor
extracdo do latex é a estacdo chuvosa com rendimento de 82%. Entretanto, as comunidades
atribuem a estacdo seca como de melhor qualidade para o latex e consideram as fases lunares
como o principal fator de interferéncia.

A técnica de coleta por contato direto ndo garante, portanto, a qualidade
microbioldgica do produto comercializado nas feiras o que sugere elaboracéo de técnicas com
melhor assepsia e capacitacdo dos extrativistas para garantir a qualidade do latex
comercializado. Em relacdo aos cuidados empregados para ndo sacrificar a arvore, o cuidado
mais frequente € para ndo danificar o cortex, embora, tenha ocorrido uma diminui¢do dos
individuos nos ultimos anos provocada pela auséncia de critérios durante a coleta

(LINHARES; PINHEIRO, 2011).

2.2.2 Estudos quimicos e isolamento de substancias

O latex de H. sucuuba espécie é uma suspensdo contendo particulas de
hidrocarbonetos do grupo dos terpenos numa matriz aquosa em forma de coloide, isto €, uma
fase solida dispersa em uma fase liquida. A fase solida, de 30 a 50%, é o hidrocarboneto
chamado isopreno e outras substancias, como acuUcares, alcaldides, protideos, ceras, amido,
cristais, taninos e resinas. A fase liquida, de 50 a 70%, é o soro, constituido em sua maior

parte por agua, acido organico e enzimas (MONTEIRO, 2010).
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Pinheiro et al. (2014) realizaram as andlises de alguns parametros fisico-quimicos do latex
de H. sucuuba onde os valores de pH variaram entre 3,36 e 4,39, a condutividade elétrica entre
0,08 e 0,38 mS/cm, a acidez entre 0,72 a 3,18 %, os solidos solUveis totais (SST) encontrados
foram de 2,00 e 5,67 °Brix, a umidade 90,41 e 98,64%, a media de densidade obtida foi igual a
1,08 kg/m3, a viscosidade ficou em média igual a 30,38 cSt, indicando um produto pouco Viscoso
e as cinzas encontradas tiveram um valor médio de 0,13%.

Silva et al. (2014) também avaliaram parametros fisico-quimicos do cha da casca em
pedacos e da droga pulverizada. Os valores de pH para os chas das cascas em pedacos
obtiveram média de 5,06 e o chd da casca pulverizada, média 4,23, valores estes
significativamente diferentes (p < 0,05). A acidez, também teve médias distintas, sendo maior
para 0 cha da casca pulverizada (1,33%) do que para o de casca em pedacos (1,05%). A
condutividade elétrica, ndo foi afetada pela pulverizacdo, sendo os resultados encontrados
pouco distintos.

Os autores relatam que a pulverizagdo da casca pode ter sido responsavel pelo
aumento da acidez do cha e pela elevacédo da densidade, pois os resultados encontrados foram
significativamente distintos, sendo que o grupo de chas das cascas pulverizadas se mostrou
mais denso, sendo este resultado atribuido a maior capacidade de arraste de substancias
considerando a superficie de contato da droga pulverizada (SILVA et al., 2014).

Diversos estudos relatam as classes quimicas mais encontradas em Apocinaceas
destacando os alcaldides, glicosideos cardioténicos e iridoides (MORAGAS, 2006). Neste
sentido, para se fazer uso de plantas medicinais de forma segura, se faz necessario o
isolamento e identificacdo das substancias, o conhecimento das estruturas quimicas, a
distribuicdo e concentracdo nos Orgdos vegetais para poder se estabelecer dosagens que
minimizem os efeitos colaterais e resisténcia nos pacientes. O Quadro 1 traz de forma
resumida as substancias isoladas de H. sucuuba, indicando o érgdo da planta e acédo

farmacoldgica.
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Quadro 1. Principais substancias quimicas isoladas de Himatanthus sucuuba.

Estrutura Extrato Substancia isolada Agao, . Autor
da planta farmacologica
Casca e Hidro- Flavonoides, taninos, N A RODRIGUES et al.,
Folha alcoolico iridoides e triterpenos i 2010
Acidos organicos,
acucares redutores,
Casca Né&o citado antraquinonas, N. A. LAMEZI(%'Z‘ etal,
catequinas, saponinas
espumidicas e taninos
Casca e A
latex Hexanico Acetato de lupeol N. A. MORAGAS, 2006
Casca Hexanico Fulvoplumierina Citotoxico PERDUE;
P Anticancerigeno | BLOMSTER, 1978
Plumericina e
A isoplumericina; .
Casca Hexanico 4cido cinamico, lupeol e Fungitoxicos SILVA et al.,1998
a-amirina
Cinamato de amirina,
- acetato decinamato,
Casca Etandlico B-fenilpropionato de N. A. WOOD et al., 2001
etilo, ésteres de lupeol
Plumeridoide C,
plumericina,
plumieridina,
allamandicina,
- biochanina, WALTENBERGER
Casca Metanololico dihidrobiochanina A, N-A. etal., 2011
dalbergioidina,
naringenina, ferreirine,
dihidrocajanine,
pinoresinol lignana
Iriddides 15- -
desmetilisoplumierideo _FuAngl.mda .
Latex Hexanico 15-desmeti|plumier|'deo' antianemico anti- BARRETO;
S ' inflamatério AMARAL, 2007
plumierideo e . .
: S anticancerigeno
isoplumierideo
Né&o citado cis-poliisopreno -
Carboidratos arabinose, N
. . FuncOes
Né&o citado | glucose, xilose, ramnose A
e galactose biologicas
Latex ' = SILVA et al., 2003
FuncOes
Nao citado Célcio, Magnésio b_|o|og|ca§/Ant|-
inflamatério e
antitumoral

N.A.= Nao analisado
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As substancias citadas possuem grande diversidade de atividade bioldgica, e por isso,
se tem estimulado o interesse em métodos seguros para a sua determinacdo e isolamento
visando o controle desses principios ativos e o uso racional do latex e da casca de H. sucuuba

na medicina (SILVA et al., 2007).

2.2.3 Propriedades medicinais

Nos diversos trabalhos realizados com esta espécie vegetal, foram detectados e isoladas
substancias com potencial farmacologico, sendo as principais da classe dos triterpenos e
iridoides, aos quais se tem atribuido os efeitos anti-inflamatério (MIRANDA et al., 2000),
fungicida (SILVA, 1998) e anticancerigeno (PERDUE; BLOMSTER, 1978). Fakhrudin et al.
(2014) ndo citam a parte da planta e o solvente utilizado mas, relata que a substancia
plumericina purificada do extrato da planta teve efeito satisfatorio como inibidor do Fator de
trancricdo nuclear de kappa-B (NF- Kb) que sinaliza diversos sinais pré-inflamatorios e a sua
inibicdo € considerada uma estratégia promissora para combater inflamacao.

Outro grupo de substancias ativas encontradas no extrato metandlico da casca de H.
sucuuba foram os depsideos, que sdo um grupo de compostos proveniente de liquens, os quais
se apresentaram como inibidores da enzima beta monoamino-oxidase (MAO-B). A
purificacdo desse extrato apontou que essa atividade era atribuida ao &cido confluéntico que é
uma substancia usada no tratamento de alguns tipos de depressdo e mal de Parkinson
(LINHARES, 2010). No entanto, ndo se sabe ao certo se a substancia pertence a planta ou aos
liguens agregados a casca (SILVA et al., 1998).

Ainda conforme Silva et al. (1998), o extrato da casca apresentou atividade fungicida

contra o fungo fitopatogéno Cladosporium sphaerospermum cinco vezes maior do que o
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observado para o antifngico controle nistatina, sinalizando grande potencial da espécie em
questdo.

Rodrigues et al. (2010) realizaram a investigagdo farmacoldgica de extratos etandlicos
de folhas e caule de H. sucuuba e foi demonstrada atividade analgésica discreta apenas no
teste de contorcdes abdominais para os extratos de folhas e as alteragcdes observadas foram
ptose palpebral, sedacdo e diminuicdo da atividade motora e alguns sinais de toxicidade, tais
como ataxia, piloerecdo e reducdo de bolos fecais. De modo geral, foram observadas
diminuicdo da atividade motora em todos os extratos nas diferentes doses analisadas.

Miranda et al. (2000) relatam que testes realizados com fragdes do latex de H. sucuuba
foram avaliadas farmacologicamente com vista a verificar a utilizagdo popular como anti-
inflamatdrio no edema de pata de rato induzido por carragenina e nos testes de constricao de
rato induzido por acido acético. Os resultados confirmam que a atividade anti-inflamatéria da
fracdo hexanica utilizada esta relacionada com os compostos derivados dos triterpenos
presentes na espécie. A inibicdo do edema observado para os derivados triterpeno de H.
sucuuba foi superior ao descrito na literatura para alguns compostos triterpenos isolados,
como o a-amirina (26%) e lupeol (20%) quando avaliada na mesma dose, sendo, portanto, a
primeira vez que a atividade anti-inflamatoria e analgésica foi relatada para os compostos
triterpenicos cinamato, sugerindo que 0s cinamatos sdo responsaveis pelos efeitos anti-
inflamatdrios atribuidos a esta planta.

Estudos farmacologicos demonstram atividade anti-inflamatoria, antitumoral, alta
toxicicidade contra amastigota intracelular de Leishimaniose amazonensis, sendo esta
atividade atribuida ao iridoide isoplumericina e plumericina presentes no latex de H. sucuuba
(SOARES, 2010).

Estudos realizados com a decoc¢cdo das cascas do caule revelaram uma baixa

toxicidade reprodutiva e teratogénica em ratas, indicando que seu consumo € seguro para a
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espécie humana no tratamento de gastrites e hemorroidas (GUERRA; PETERS, 1991).
Perdue; Blomster (1978) testaram o extrato etandlico da casca do caule contra edema induzido
por carragenina obtendo resultado positivo para reducdo da inflamagdo e ainda, acéo
farmacoldgica contra o carcinoma epidermdide humano da nasofaringe.

A toxicidade celular do latex também foi avaliada em ratos em testes de integridade de
membrana plasmaética e atividade mitocondrial e a administracdo do latex por via oral
apresentou baixa toxicidade para os macrdéfagos do hospedeiro (SOARES, 2010).

Em contraditério, Paz et al. (2013), em testes com o latex de H. sucuuba demonstrou
que este, nas diversas concentracOes testadas, pode ser considerado como uma mistura
complexa de quimicos com atividades toxicas, citotoxicas e mutagénicas, pela frequéncia de
micronucleos e de aberragdes cromossdmicas em meristemas de raizes de Allium cepa, devido
a efeitos clastogénicos e aneugénicos. Também foi possivel evidenciar genotoxicidade em
linfocitos isolados de sangue periférico, pelos indices e frequéncias de danos ao DNA,
sugerindo, que caso ndo ocorra reparo, existem grandes chances de inducdo de mutacgdes, que
constituem importantes indicativos para o desenvolvimento de neoplasias malignas.

Apesar de haver diversos estudos sobre descri¢do botanica, aplicacdo etnofarmacoldgicas,
composicdo quimica e propriedades medicinais como anteriormente relatado, nao foi encontrado

na literatura trabalhos que tenham estudado a comunidade endofitica de Himatanthus sucuuba.

2.3 Microrganismos endofiticos

Microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias que colonizam 6rgdos vegetais
como folhas, peciolo, flores, frutos, sementes, caules e raizes sem causar danos visiveis aos
hospedeiros, ou seja, ndo desenvolvem sintomas de patogenicidade (AZEVEDO, 1998;

SILVA, 2014). Isso inclui todos os microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis, sendo
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classificados em tipo I, 0s que ndo apresentam estruturas externas na planta, e do tipo Il, os
que produzem estruturas externas, como € o caso dos fungos micorrizos e das bactérias
simbiontes fixadoras de nitrogénio (ARAUJO et al., 2010).

A entrada dos microrganismos na planta hospedeira ocorre através de aberturas
naturais presentes nas folhas, como estématos ou hidatodios, raizes, flores, sementes, lesdes
causadas por predadores e ainda carreadas por bactérias (AZEVEDO, 1998). Segundo
ARAUJO et al. (2010) a transmissdo vertical que ocorre através das sementes estaria
associada a processos co-evolutivos da planta com sua comunidade endofitica, podendo
passar esses microrganismos e suas caracteristicas aos seus descendentes.

Quanto a relacdo dos microrganismos com o hospedeiro, ndo se pode definir se o
patdgeno se adaptou as vantagens da planta e se tornou endéfito ou se o enddfito se torna
patogénico quando essa relagdo com a planta ndo lhe é favoravel, sendo chamados de
saprofitos latentes (POLLI et al., 2012). O que se sabe ao certo é que muitos endofitos
pertencem ao mesmo género dos patdgenos de seus hospedeiros (TAHERI et al., 2016) como
o0 enddfito Rickettsia parkeri isolado de crucifera (AZEVEDO, 1998).

Marques et al. (2010) menciona que € pequena a sobreposicdo entre patdgenos e
endofitos e sugere que os patdgenos compdem uma pequena fragdo da microbiota endofitica.
A forma com que os fungos endofiticos e patogénicos penetram e se estabelecem nos 6rgédos
vegetais sdo semelhantes, no entanto, os receptores das plantas ajudam a detectar os fungos
patogénicos por mecanismos de defesa.

Isso demonstra que a inoculacdo de linhagens fangicas no controle biolégico podera
ndo apenas ser praticada com sucesso, mas que o microrganismo modificado, uma vez
inoculado, mantém-se no hospedeiro, podendo prevalecer e até superar linhagens selvagens da

mesma espécie e se tornar hereditario (FREIRE et al., 2015).
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Fosseis de plantas comprovam associacdo com os fungos endofiticos hd mais de 400
milhdes de anos, desempenhando, assim, importante papel na evolugdo da vida na superficie
terrestre (REDECKER et al., 2000). Assim, os endofiticos ndo apresentam tanta especificidade
quanto as plantas hospedeiras. Uma Unica espécie de endofitico pode se estabelecer em varios
6rgdos de diferentes plantas, sendo capaz de utilizar diferentes substancias do hospedeiro e se
adaptar a diversas condicdes climaticas e regides geograficas (FREIRE et al., 2014).

Diante das adaptacOes estabelecidas entre os endofiticos e os hospedeiros é comum
estudos que avaliam a diversidade de espécies endofiticas presentes nas diferentes espécies
vegetais. No Brasil, duas revisdes destacam a importancia dos endofiticos na protecdo de
plantas contra insetos pragas e o papel dos endofiticos em plantas tropicais (AZEVEDO et al.,
2000; 2002). Mas ainda assim, pouco se conhece sobre a biodiversidade endofitica brasileira e
seu potencial bioativo (MARIANO et al., 1997; FREIRE; BEZERRA, 2001; SILVA et al.,
2006; GONCALVES et al., 2013).

A relevancia dos endofiticos ja foi constatada em inimeros trabalhos realizados com
plantas medicinais e de interesse econémico (SILVA; RONDON, 2013). Na referida
comunidade fangica aproximadamente 51% dos compostos bioativos isolados possuem
estrutura quimica desconhecida (CHAPLA et al., 2013). Entre esses compostos bioativos, 0s
flavondides se destacam por sua variada atividade fisiologica e farmacoldgica, como
estrogénica, antitumoral, antimicrobiana, antialérgica, anti-inflamatéria, e a bem conhecida
acdo antioxidante e queladora de ions metalicos (SANTOS et al., 2013)

Diversas outras substancias de interesse econdémico como enzimas, antibidticos,
vitaminas, aminoacidos e esterdides, podem ser utilizados como bioherbicidas, na producéo
de farmacos, como fitohormdnios (&cido indol acético, acido indol butirico, giberelinas,
citocininas, octadecandides) todos produzidos por bactérias como Acinetobacter,

Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas e Bacillus, que oferecem ainda, resisténcia a
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condi¢des de estresse do hospedeiro, e podem ser Uteis como vetores em tecnologia do DNA

recombinante (ABREU et al., 2010; MUSSI-DIAS et al., 2012; CORREIA et al., 2015).

Diante de todo o histérico promissor dos endofiticos, dos altos indices de resisténcia

microbiana e da necessidade de descoberta de novos antibioticos, os fungos endofiticos

podem se revelar tdo promissores quanto os fungos de solo (NASCIMENTO, 2015). Tal fato

tem aumentado o nimero de pesquisadores que se dedicam ao estudo de produtos naturais

microbianos, principalmente de endofiticos isolados de plantas medicinais, na busca

incansavel por novos antibiéticos que possam ser eficazes nas proximas décadas (BRITO,

CORDEIRO, 2012). No Quadro 2 se observa alguns principios ativos isolados de endofiticos,

com suas respectivas atividades biologicas.

Quadro 2. Principios ativos isolados de fungos endofiticos com atividade bioldgica.

Planta Enddfito Substancia Atividade Referéncia
Taxus brevifolia Taxomyces Taxol Anticancerigena STIERLE etal,
andreanea 1993
rﬁ‘gf%ﬁg ﬁ)oel(l)itogrﬁg?égs Acido Antibacteriano e ZOU et al.,2000
g g Pop Colletotrico antifungico
Phomopsis
Betula pendula phaseoli Acido 3- Nematicida SCHWARZ et al.,
Betula pubescens Melanconium hidroxipropionico 2004
etulinum
Fomol Antifungica
Erythrina . *Acido . gica, WEBER et al.,
. . Phomopsis spp. L antibacteriana e
crista- galli mevendinico demigs : L 2004
anti-inflamatoria
. . Griseofulvina Antibacterianoe | PARK et al., 2005
Abies holophylla Xylaria spp. P
antifungico
Laurus Phomopsis sp. Clgloepoxn_ac_tona Antlfu_n gico, HUSSAIN et al.,
. e cicloepoxitriol B Bactericida e
azorica - 2009
Algicida
1a-10a-Epoxy-7a-
Licuala spinosa Xylaria sp. hydroxyeremophil Antimalarico e ISAKA et al.,
-11-en-12,8-b- antifungico 2010
olide
Cassia . . Fungicida e ZANARDI et al.,
spectabilis Phomopsis 3,12-Dihydroxy- | inidor da Acetil 2012
cassiae cadalena .
colinesterase
Laguncularia Paecilomyces Viriditoxina . . SILVA et al.,
e Antibacteriano
racemosa variotii 2013

30




2.4 Resisténcia microbiana e necessidade de novos antibidticos

Antimicrobianas sdo substdncias quimicas que tém a capacidade de eliminar ou

impedir a multiplicacdo de microrganismos como bactérias, fungos, protozoarios e helmintos

com o menor efeitos toxicos para o paciente. Essas moléculas sdo chamados de antibioticos,

quando provenientes de fungos ou bactérias, ou quimioterapicos, quando produzidos de forma

sintética, no entanto, o que difere os antibidticos entre si sdo as propriedades fisicas, quimicas,

farmacoldgicas, seu espectro e mecanismos de acdo (OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo Baptista (2013), os antibioticos sdo classificados de acordo com seu

mecanismo de acao, que estdo apresentados a seguir:

v

Inibicdo da sintese da parede celular - impedindo a sintese de peptideoglicano e
consequentemente enfraquecendo a parede celular levando a lise da célula bacteriana;
Inibicdo da sintese ou dano da membrana citoplasmatica > rompe os fosfolipidios,
levando a alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica, deixando escapar
substancias essenciais das celulas, causando morte celular;

Inibicdo da sintese proteica nos ribossomos —> ocorre pela diferenca na sintese de
proteinas entre as bactérias e as células do hospedeiro, 0 que permite acao seletiva;
Alteracdes na sintese dos acidos nucleicos -> ligando-se a RNA polimerase
dependente de DNA, inibindo a iniciacdo da sintese de RNA ou se ligando a
subunidade A da DNA girase (topoisomerase) e impedindo o superenrolamento do
DNA, impedindo assim a sintese de DNA;

Alteracdo de metabolismos celulares - antibioticos que imitam substancias usadas
pela célula bacteriana como o acido félico, os antibidticos se ligam as enzimas

impedindo a formacéo de acido folico impedindo o crescimento bacteriano.
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A resisténcia aos antimicrobianos ocorre quando estes perdem a capacidade de
controlar o crescimento ou morte bacteriana, ou seja, as bactérias encontram um mecanismo
para neutralizar o efeito farmacoldgico. Assim, uma bactéria é considerada resistente a
determinado antimicrobiano quando continua a se multiplicar na presenca de dosagens
terapéuticas (CONRADO et al., 2015).

Esta resisténcia pode ser natural, que é a resisténcia intrinseca do microrganismo, e se
expressa continuamente sem estimulo externo como resisténcia a polimixina apresentada pela
Stenotrophomona maltophilia e a resisténcia aos p-lactdmicos apresentada pelos
Micoplasmas, ou a resisténcia adquirida, que € produzida pela célula bacteriana quando esta €
exposta a um agente indutor, ou quando adquire genes de resisténcia (SHARMA et al., 2016).
E esta forma de resisténcia que inspiram maiores cuidados, ja que é através do aumento da
pressdo seletiva e da disseminacédo de genes de resisténcia dentro de unidades hospitalares que
0 caos da saude vem se instaurando nas Ultimas décadas (LOPES, 2011).

A resisténcia, no entanto, pode se apresentar por um dos mecanismos descritos a
sequir:

v’ Inativacdo ou destruicdo do antimicrobiano pela enzima B-lactamase - a enzima
impede que o antimicrobiano entre na célula, se ligue ao sitio alvo ou promova
alteracdo do sitio alvo (LOUREIRO et al., 2016);

v/ Bomba de efluxo = a droga entra na célula e é rapidamente eliminada
comprometendo sua eficacia (NEVES et al., 2011);

v" Mecanismo bioquimico alternativo = compreende diversos processos como, alteracao
quimica, via enzimatica dos antibioticos, alteracdo celular do local de acdo dos
antibioticos, alteracdo da penetracdo do antibiotico para o interior da célula,

superproducdo de proteina sensivel ao antibiético interferente, producdo aumentada de
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um metabolito e ainda, estabelecimento de uma via metabélica alternativa & via

metabdlica inibida (LOUREIRO et al., 2016).

Diante desta complexidade de mecanismos de resisténcia, foram criados diversos
métodos para a avaliacdo de susceptibilidade aos antimicrobianos sendo o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) o documento de referéncia utilizado pelos laboratérios
brasileiros e adotado pela Rede Brasileira de Monitoramento da Resisténcia Microbiana,
coordenada pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em cooperacdo com a
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), e em parceria com a Coordenacdo Geral de
Laboratorios da Saude Publica (CGLAB) (SIMONETTI, 2015).

Entre os microrganismos que tém apresentado resisténcia estdo as bactérias gram
negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae que fazem parte da familia
Enterobacteriaceae predominantemente causadoras de infeccGes pulmonares e urinérias, essa
familia possui duas membranas celulares, sendo a membrana externa produtora de
endotoxinas que as tornam virulentas (SANTOS, 2007).

As bactérias gram positivas Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus,
pertencentes a familia Micrococaceae, possuem um fator de viruléncia menor que as gram
negativas, mas ainda assim, sdo grandes causadoras de infec¢des da corrente sanguinea por
estarem associadas a varias doencas (DEL FIOL et al., 2010).

Considerando a evolucdo da resisténcia aos antibioticos nas bactérias Gram-positivas,
constata-se que a espécie S. aureus e 0 género Enterococcus séo as bactérias Gram-positivas
que apresentam maiores problemas de resisténcia (HAWKEY, 2008). Na década de 50,
espécies de S. aureus, apresentaram estirpes produtoras de penicilinases e resisténcia aos
outros antibidticos disponiveis levando a introducdo da meticilina e de outras penicilinas

semissintéticas (HAWKEY, 2008).
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No entanto, pouco tempo depois da iniciagdo da meticilina em 1960, foram isoladas
amostras de S. aureus resistentes no Reino Unido, o que levou ao aparecimento de estirpes de
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), que logo se disseminaram a nivel mundial levando
a necessidade de novos antibiéticos (GRUNDMANN et al., .2006; GOULD, 2008;
HAWKEY; JONES, 2009). No Brasil, o inicio da resisténcia a Oxacilina para S. aureus foi
relatada em 1996 (CRUVINEL et al., 2011).

Para compreender melhor esses mecanismos de resisténcia também sdo necessarios
compreender a importancia médica e as caracteristicas bésicas da morfologia bacteriana
(ZHANG et al., 2016).

Escherichia coli € um importante indicador de contaminacdo fecal em alimentos e
agua sendo usado como referéncia para avaliar a qualidade de higiene. As cepas de E. coli
implicadas em doengas de origem alimentar podem ser classificadas em cinco grupos:
enteropatégenas  (EPEC),  enterotoxigénicas  (ETEC), enteroinvasivas  (EIEC),
enterohemorragicas (EHEC) e facultativamente enteropatdégenas (FEEC). As EPEC
geralmente ndo produzem enterotoxinas, mas produzem um fator de aderéncia e podem causar
diarreia (MARTINS, 2007).

Assim, E. coli enterotoxigénica (ETEC) € a causa principal de diarréia do viajante
(DT). Estima-se que este organismo provocam milhGes de casos de doengas diarréicas todo
ano, principalmente em paises em subdesenvolvidos, sendo contraida pelo consumo de
alimentos contaminados (LAMPEL et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria comum em ambiente hospitalar, sendo
transmitida por contato direto, também esta presente em agua e alimentos, sendo considerado
um enteropatogeno, uma vez que este organismo produz enterotoxinas estavel ao calor e
termo-labil (HT e ST). Em alguns casos, a colonizacdo do trato gastrointestinal é a fase inicial

de uma infeccdo sistémica (LAMPEL et al., 2012).
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Streptococcus pneumoniae pode ser encontrada na pele, nas mucosas da boca, trato
respiratério e digestivo. S8o causadoras da fascite necrosante e sindrome do choque tdxico
estreptocdcico genitourindrio de humanos e animais, e em algumas plantas, solo e corpos de
dgua (LAMPEL et al., 2012). E descrito como o microrganismo mais frequentemente
envolvido nas otites, meningites sendo responsavel por um terco dos cinco milhdes de ébitos
anuais por pneumonia (LOPES, 2011).

Espécies de Staphylococcus aureus sdo comuns em alimentos devido a contaminagao
ambiental. Vérias espécies de Staphylococcus spp. tém a capacidade de produzir enterotoxinas
estdveis ao calor, que causam gastroenterite em humanos sendo o agente etioldgico
predominantemente associada com intoxicacdo alimentar estafilococica, toxico, pneumonia,
infeccdo de ferida pos-operatdria. Produzem toxinas extracelulares, que atuam como fatores
de viruléncia (LAMPEL et al., 2012)

Diante da importancia médica dessas espécies € notorio que as doencas infecciosas
continuam a ser a segunda principal causa de morte no mundo, principalmente as infeccdes
bacterianas que afetam principalmente criancas e idosos, 0 que levanta um alerta mundial da
Organizacdo das Nacdes Unidas sobre novas pesquisas e uso racional destes farmacos

(BISSON, 2010).

35



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Andlise de diversidade e atividade antibacteriana de metabdlitos de fungos endofiticos

de Himatanthus sucuuba.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Caracterizar a diversidade de fungos endofiticos presentes em folhas e caule de

Himathanthus sucuuba;

3.2.2 Avaliar a atividade antibacteriana de metabolitos produzidos por fungos
endofiticos isolados de Himathanthus sucuuba frente as bactérias

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de material botanico e herborizacéo

Para o estudo de fungos endofiticos de Himatanthus sucuuba foram selecionados trés
individuos de forma aleatéria em regides distintas do Parque Zoobotanico da Universidade
Federal do Acre. A coleta dos caules e folhas foi realizada nas primeiras horas da manha,
foram selecionados ainda, 6rgdos vegetais no periodo de florescimento para a identificacdo no
herbario da UFAC. Os trés individuos coletados foram confirmados como pertencentes a
espécie Himatanthus sucuuba (Spruce ex Miill. Arg.) Woodson e estdo depositados no
herbario da Universidade Federal do Acre sob o nimero de registro 22.001 de janeiro de
2016. As informagdes dos individuos coletados estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Dados dos individuos de Himatanthus sucuuba coletados para isolamento de
fungos endofiticos.

Identificacdo  Coordenadas UTM  Caracteristica do local Data da coleta

Individuo | (19L 0623393 Area de campo aberto Janeiro de 2015
UTM8899654) proximo a mata fechada

Individuo Il (19L 0624145 Avrea de campo aberto Marco de 2015
UTM8899952)

Individuo 111 (9L 0623845 Area de mata fechada Abril de 2015
UTM8899265)

UTM-= Sistema Universal Transverso de Mercator

4.2 Preparo dos meios de cultura

No laboratorio de Microbiologia foram selecionados caules e folhas livres de afeccbes por
pragas, sendo uma parte destinada ao preparo dos meios com extrato e a outra acondicionada em
sacos plastico e mantida sob refrigeracdo a 4 °C por 24 horas para o isolamento dos endéfitos.

Para o isolamento foram utilizados os meios de cultura Batata-Dextrose-Agar-BDA
(infusdo de 200g de batata em 1000 mL de 4gua destilada, 15g de Agar, 20g de Dextrose) e 0

meio Sabouraud-Dextrose-Agar-SAB (159 de Agar, 40g de Dextrose, 10g Peptona para 1000
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mL de &gua destilada), com e sem extrato vegetal na proporcao de 10%. Para o preparo do
extrato foram utilizados 100g de Orgdos vegetais (caule/folha) que foi triturado em
liquidificador doméstico com 500 mL de &gua destilada e filtrado em papel de filtro. Para
preparagdo do meio BDA+extrato foi acrescido 500 mL de infusdo de 200g de batata ao
extrato obtido, e para preparacdo do meio SAB+extrato 500 mL de agua e nestes
solubilizados os reagentes utilizados na preparacio de cada meio (CARVALHO, 2005). A
todos os meio foram adicionados o antibidtico cloranfenicol (100 pg mL™) a fim de evitar o
crescimento de bactérias. Os meios de cultivo foram aquecidos para completar a fusdo do
agar, autoclavados a 121 °C por 20 minutos, distribuidos em placas de petri e incubados por

24 horas em estufa a 37 °C para o teste de esterilidade (LACAZ et al., 1991).

4.3 Isolamento de fungos endofiticos de Himatanthus sucuuba

Apds 24 horas sob refrigeracéo a 4 °C, as folhas e caules foram submetidos a desinfeccéo
superficial, por imersdo em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio 2-2,5% por 3 minutos,
e novamente em alcool 70% por 30 segundos e por fim, lavados em agua destilada esterilizada
por duas vezes, da qual se retirou 200 pL da agua de lavagem para o controle da desinfeccdo

onde, foram inoculados nos meios de cultura conforme Figura 2 (ARAUJO, et al., 2010).

Figura 2. Etapas para isolamento dos fungos endofiticos de H. sucuuba. (A) Folhas e caules;
(B) extrato de folha e caule; (C) Desinfeccdo e fragmentacéo de folha e caule; (D) Inoculacéo
de fragmentos de folha em meio BDA.

As folhas foram cortadas em discos de aproximadamente 5 mm de diametro com

auxilio de um furador esterilizado e os caules foram seccionados em corte transversal de

aproximadamente 0,5 cm, com uso de tesoura de poda, e retiradas as cascas com auxilio de
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bisturi. Em seguida foram inoculados 5 fragmentos de caule ou folha por placa, em cada um
dos quatro tipos de meios de cultura preparados. Apos a inoculagdo dos fragmentos, as placas
foram incubadas a 18 °C e 28 °C por no maximo 30 dias (ARAUJO et al., 2010).

A partir do terceiro dia, visto crescimento de fungos enddfiticos, estes foram codificados e
registrados no livro do Laboratorio de Microbiologia da UFAC. Em seguida, as col6nias foram
purificadas em meio BDA com o antibidtico cloranfenicol (100 pug mL™), seguindo a técnica de
estria por esgotamento e incubados a temperatura ambiente (ARAUJO et al., 2010).

As colonias purificadas foram transferidas para tubos de referéncia contendo BDA
inclinado. Os procedimentos foram realizados dentro de capela de fluxo laminar, com auxilio
de alca de platina flambada. Apos esse procedimento, foram mantidos a temperatura ambiente
para realizacdo das demais etapas experimentais.

Os fungos endofiticos obtidos foram preservados mediante duas técnicas imersao em
6leo mineral, onde os fungos foram transferidos para frascos tipo penicilina contendo BDA e
apos seu crescimento foram cobertos com 6leo mineral esterilizado e vedados. Também foram
armazenados pelo Método de Castellani, onde os fungos foram repicados em placa de petri
contendo meio BDA e apds crescimento das coldnias foram cortados 10 fragmentos de
5x5mm, imersos em frascos contendo agua destilada esterilizada e preservados em

temperatura ambiente na colecdo de referéncia do Laboratorio de Microbiologia da UFAC,

conforme Figura 3 (LACAZ el al., 1991; ARAUJO et al., 2010).

lW',l”ll&!» 2 W,
B = | | | =
{:." A ~.

Figura 3. Procedimentos de purificacdo e armazenamento dos fungos endofiticos de H.
sucuuba. (A) Crescimento em meio BDA; (B) Purificacdo pela técnica de estria por
esgotamento; (C) Tubos com fungos de referéncia; (D) Preservacdo dos fungos por imersdo
em Gleo mineral e Método de Castellani.
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4.4 ldentificagdo taxondmica dos fungos endofiticos

Para agrupamento em taxons os isolados fungicos de H. sucuuba foram analisados
quanto as seguintes caracteristicas macroscopicas das colonias: cor, forma, pigmentacdo e
difusdo, superficie, consisténcia, textura e crescimento. A analise micromorfoldgica foi feita
utilizando o Método de Riddel (1950) que consiste no cultivo do fungo em lamina, coloracdo
com solucéo de azul de lactofenol e observacéo das estruturas em microscépio. Na Figura 4
podem ser observadas as caracteristicas do micélio vegetativo e reprodutivo para agrupamento
dos diferentes taxons (LACAZ et al., 2002). Os resultados da analise micromorfologica foram
comparados com literatura especifica para identificagdo em nivel de género (BARNETT,;

HUNTER, 1972; LACAZ et al., 1998).

Figura 4. Caracterizacdo macro e micromorfolégica de fungos endofiticos de H. sucuuba. (A)
Macromorfolégia do micélio; (B) Producdo de pigmento difuso; (C) Micromorfologia do
micélio reprodutivo.

4.5 Producao de extratos metabolitos de fungos endofiticos de Himatanthus sucuuba

Para producdo dos extratos metabdlitos, um individuo de cada taxon foi repicado a
partir do tubo de referéncia em placa contendo BDA e incubado a 28 °C por 14 dias. Apos
este periodo, 10 fragmentos medindo aproximadamente 5x5mm foram transferidos para
erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio liquido Batata-Dextrose-BD (1000 mL de

infusdo de 200g de batata, 20 g de Dextrose). As amostras foram incubadas por 14 dias a 28
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°C sem agitacdo, e ap0s esse periodo 2 mL do caldo metabolitos foram retirados e
armazenados em eppendorf e mantidos a -20 °C.

Para producéo dos extratos metabdlitos, os 2 mL de caldo metabdlito foram extraidos
por particdo liquido-liquido com 1 mL de acetato de etila por duas vezes, e o solvente
evaporado em estufa a 37 °C por 24 horas. O extrato obtido foi ressuspenso em 300uL de

dimetilsulféxido (DMSO) para realizacdo dos bioensaios (Figura 5).

Figura 5. Procedimentos para producédo de extratos metabolicos de fangicos endofiticos de H.
sucuuba. (A) Crescimento fungico em meio BDA; (B) Fermentacdo em meio BD; (C) Caldo
com metabolitos fungicos; (D) Extracdo dos metabolitos fungicos com acetato de etila; (E)
Bioensaio de atividade antibacteriana.

4.6 Bioensaio de atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foi utilizado o teste de difusdo em disco,
(NCCLS, 2003), utilizando como microrganismos-teste as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733), Escherichia coli (ATCC 10536) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603).

As bactérias foram inoculadas pela técnica de estrias por esgotamento em meio de
cultivo Mieller-Hinton e incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, foram transferidas 3
coldnias isoladas para tubo contendo 5mL de caldo Luria-Bertani — LB (10 g de peptona, 5 g
de extrato de levedura, 10 g de cloreto de sodio, 15 g de agar, 1000 mL de agua destilada) e

incubados de 4-6 horas a 37 °C. Em seguida foi ajustada a turbidez das bactérias para escala
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0,5 de McFarland que equivale a aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias
(UFC)/mL.

A suspensdo bacteriana foi inoculada com auxilio de swab em placas de Petri
contendo o meio de cultivo Agar Miller-Hinton desenvolvido para realizar testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Sobre o meio com o inoculo, foram depositados discos
de papel esterilizados de 5 mm de diametro e sobre estes, 20 puL do extrato fungico e
armazenadas em geladeira por 2 horas para permitir a difusdo do extrato no meio de cultivo.
Apos este periodo, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e entdo realizada a leitura
do teste, sendo considerada amostra com atividade antibacteriana positiva aquela que formou
halo de inibicdo, sendo estes quantificados medindo-se o didmetro do halo com auxilio de

régua para antibiograma. Para cada amostra foram realizadas trés repeticbes (NCCLS, 2003).

4.7 Frequéncia de isolamento, analise de diversidade, riqueza e Equitabilidade de

Fungos endofiticos de H. sucuuba

A Frequéncia de isolamento (FI) de fungos endofiticos de H. sucuuba foi calculada em

termos percentuais sendo utilizada a formula:
FI- Nix 100
N

FI= Frequéncia de isolamento fungico

Ni= Numero de fragmentos com crescimento fangico

N=Numero total de fragmentos inoculados

A analise de diversidade fungica de H. sucuuba foi calculada com base no niumero de
espécies dominantes utilizando o indice de Shannon e indice de Simpson. A diversidade
compde-se de dois elementos principais: 0 nimero ou a variabilidade de espécies e a

abundancia relativa dos individuos (MAGURRAN, 1983).
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Dentro do grande nimero de métodos diferentes, existem trés tipos basicos de indices:
indices que se baseiam na variabilidade de espécies, indices que se baseiam na abundancia
relativa dos individuos e indices que combinam ambos os fatores (MAGURRAN, 1983).

A riqueza de espécies é o numero total de espécies (S) em uma unidade amostral.
Logo, a riqueza de espécies é muito dependente do tamanho da amostra, quanto maior a
amostra, maior o numero de espécies que poderdo ser encontradas. Assim, a riqueza de
espécies aumenta em funcdo da area, mesmo sem modificacdo do habitat (GOMES, 2004).

A Equitabilidade se traduz a maneira pela qual o nimero de individuos esta
distribuido entre as diferentes espécies, isto é, indica se as diferentes espécies possuem
abundancia (nimero de individuos) semelhantes ou divergentes. Quanto maior a
equitabilidade menor a dominancia e vice-versa (GOMES, 2004).

A diversidade € uma funcdo do niumero de espécies e da equitabilidade dos valores de
importancia da mesma (GOMES, 2004).

Assim, para o calcula do indice de diversidade Shannon foi utilizada a formula:
5
H' ==Y p:Inp;
i=1

onde pi ¢é a frequéncia de cada espécie, para i variando de 1 a S (Riqueza). Este indice
considera a quantidade de espécies e a espécie dominante. Os valores do indice de Shannon
variam de 0 a 1 e quanto mais alto for, maior a equitabilidade, isto é, todas as espécies sdo
igualmente abundantes, isto indica que, quanto maior a dominancia menor sera a diversidade
(SCOLFORO et al., 2008).

O célculo da Dominéancia de Simpson foi dado pela formula:

Ele ni(n; — 1)

D=
N(N —1)

onde, n é o numero total de organismos de uma mesma espécie e N o nimero total de todas as

espécies. Leva em conta o numero de espécies presentes e a abundancia de cada espécie. O
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valor estimado de D pode variar de 0 a 1, sendo que 1 representa 0 maximo de diversidade.
Este indice fornece a ideia da probabilidade de se coletar aleatoriamente dois individuos da
comunidade e, obrigatoriamente, pertencerem a mesma espécie (FREITAS et al., 2002).
Sendo assim, uma comunidade de espécies com maior diversidade tera uma menor
dominéncia. Todos os resultados foram obtidos com 95% de confianca. Os indices foram
calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (RYAN et al., 2001).

O indice de Evenness ¢é o grau de homogeneidade de distribui¢do ou a taxa percentual

da distribuicdo maxima denominado de Equitabilidade (Eveness) e foi calculada pela formula:

<[ J+100
(In§)

E
Dessa forma, em povoamentos de apenas uma espécie, H’= 0 (auséncia total de
estrutura do sistema, no sentido tedrico de informagao). H’ atinge seu maximo quando todas
as espécies se encontram regularmente distribuidas (maximo de homogeneidade estrutural)
(FUKAREK, et al., 1994). Assim sendo, H’'max. = In S (onde S = numero total de espécies).

Quando E = 100, a distribuicdo das espécies atingiu seu nivel maximo. Assim, quanto maior a

dominancia de uma ou poucas espécies, mais baixo sera o valor de Evenness.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Diversidade de Fungos endofiticos de Himathantus sucuuba

Foram isolados 628 fungos endofiticos de Himathantus sucuuba. A analise da frequéncia
de isolamento dos fungos demonstram baixo indice de perdas s, tendo sido perdido trés
fragmentos de folha e quatro de caule, do individuo I, e trés fragmentos de caule do individuo II,
impossibilitando o isolamento de fungos endofiticos destes. Com base nos fragmentos com
crescimento e no nimero de fragmentos inoculados, foi possivel calcular a frequéncia de
isolamento (FI), (Tabela 2).

Tabela 2. Local de coleta e frequéncia de isolamento de fungos endofiticos de H. sucuuba.

Caracteristicas Individuo
| 11 1
Local de coleta PZ* Proximo a Campo aberto Protegida pela
floresta floresta
Fragmentos inoculados 160 160 160
Fragmentos com crescimento 153 157 160
N° total de isolados 176 184 268
Frequéncia de isolamento % 95,62% 98,12% 100%

* Parque Zoobotéanico — UFAC

Os trés individuos coletados tiveram baixo indice de perda de fragmentos por
contaminacdo e por falta de crescimento fangico, sendo os resultados obtidos semelhantes aos
encontrados para as espécies Piper glabratum Kunth, (caapeba) com frequéncia de isolamento
de 98% (OLIVEIRA et al., 2015), Piper marginatum Jacq (pariparoba) que teve frequéncia
de 99,52% em folha, 92,38%, em caules e 74,28% em raizes (ARAUJO et al., 2009), Glycine
max (L.) Merrill ( soja) com frequéncia de 100% (WENZEL et al., 2012). Entretanto, nem
sempre essa frequéncia € alta, como pode ser observado no trabalho de Costa-Neto (2010),

por exemplo, no isolamento de fungos endofiticos da palmeira tropical Bactris gasipaes
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(Kunth) (pupunheira) que obteve apenas 23,9% de frequéncia de isolamento. Tal fato sugere
que a frequéncia de isolados, bem como as espécies de fungos isoladas pode ser variavel
dependendo das plantas investigadas (MAGALHAES et al., 2008).

O individuo 11l se destacou em relagdo a quantidade de endofitos com relacdo aos
outros dois individuos analisados, podendo este fato estar relacionado ao local onde este
estava estabelecido na floresta, cuja localizagcdo se caracterizou como floresta densa, em
ambiente Umido e sombreado por outras arvores. Os outros dois individuos estabeleceram-se
em locais abertos com maior incidéncia luminosa e aeragdo. Tal fato assemelha-se ao estudo
realizado com llex paraguariensis A. St.-Hil. (Erva mate), a qual apresentou maior taxa de
colonizacdo fungica, entre plantas nativas que estavam estabelecidas em ambiente umido e
sombreadas (PIMENTEL et al., 2006). Acredita-se, também, que o0s agentes transmissores de
fungos endofiticos sejam mais atuantes na floresta densa, sob uma condicdo protegida de
predadores e das condi¢cdes ambientais adversas (AZEVEDO et al.,1999).

Outro fator interferente € a influéncia de fatores bioticos e principalmente abidticos como,
quantidade de luz, temperatura, vento e umidade do local, que propiciam uma maior colonizagdo
dos endofiticos. Os individuos | e Il, estabelecidos em local aberto, contiveram quantidade de
isolados semelhante. Esta diferenca quando comparada com o individuo 111 pode ser devido a
exposicdo da folha a luminosidade, pois a intensidade e periodo de exposicao pode influenciar
diretamente na populacdo de fungos endofiticos, organismos sensiveis a radiacao solar (FELBER;
PAMPHILE, 2013). Outro fator que pode estar relacionado € a idade de cada planta e o tempo
que a espécie leva para ser completamente colonizada (NASCIMENTO, 2010).

Além das condi¢cdes ambientais em que os individuos amostrados se encontram na
natureza, o 6rgao vegetal, a temperatura de isolamento e 0 meio de cultivo também podem
influenciar na frequéncia de isolamento, e os resultados do presente trabalho comprovam isto,

como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Fungos endofiticos isolados de Himatanthus sucuuba de acordo com o 6rgéo
vegetal, meio de cultura e temperatura de isolamento.

Orgao

Meio de Cultura

Vegetal BDA BDA + extrato SAB SAB + extrato Total
47 lIsolados 42 Isolados 43 Isolados 35 Isolados
24 Taxons: 22 Taxons: 19 Taxons: 22 Taxons:
10 Colletotrichumsp. 4 Colletotrichumsp. 6 Colletotrichumsp. 6 Colletotrichum sp.
1 Guignardia sp. 1 Curvularia sp. 1 Cylindrocladiumsp. 1 Pestalotiopsis sp.
18°c 1Geotrichumsp. 1 Guignardiasp. 1 Guignardiasp. 4 Phomopsis sp. 167
4 Phomopsis sp. 1 Paecilomycessp. 11 M.E. 11 M.E.
8 M.E. 1 Pestalotiopsis sp.
2 Phomopsis sp.
1 Xylaria sp.
g__tS 11 M.E.
E 39 Isolados 46 Isolados 53 Isolados 30 Isolados
21 Taxons: 29 Taxons: 29 Taxons: 20 Taxon:
7 Colletotrichumsp. 1 Aspergillus sp. 1 Acremonium sp. 7 Colletotrichum sp.
1 Guignardia sp. 1 Cladosporium sp. 12 Colletotrichumsp. 1 Fusarium sp.
28 °C 1 Penicillium sp. 11 Collefotrichumsp. 3 Guignardia sp. 1 Guignardia sp. 168
3 Phomopsissp 1 Guignardia sp. 3 Pestalotiopsis sp. 2 Penicillium sp.
9 ME. 4 Phomopsis sp. 1 Phomopsis sp. 1 Phomopsis sp.
11 M.E. 1 Trichodermasp. 1 Trichoderma sp.
1 Xylaria sp. 7 M.E.
7 M.E.
36 Isolados 29 Isolados 45 Isolados 32 Isolados
26 Taxons: 23 Taxons: 32 Taxons: 27 Taxons:
1 Cladosporiumsp. 1 Penicillium sp. 1 Cladosporiumsp. 1 Colletotrichum sp.
1 Curvularia sp. 4 Phomopsis sp. 1 Curvulariasp. 1 Fusarium sp.
18 °C 2 Penicillium sp. 2 Xylaria sp. 1 Penicillium sp. 2 Penicillium sp. 142
1 Phoma sp. 16 M.E. 2 Phomopsis sp. 4 Phomopsis sp.
4 Phomopsis sp. 4 Xylaria sp 2 Xylaria sp.
1 Xylaria sp 23 M.E. 17 M.E.
16 M.E.
% 36 Isolados 31 Isolados 60 Isolados 24 1solados
8 25 Taxons: 24 Taxons: 44 Taxons: 16 Taxons:
3 Penicillium sp. 1 Colletotrichumsp. 1 Collettotrichumsp. 1 Colletotrichum sp.
6 Phomopsis sp. 3 Penicillium sp. 2 Curvularia sp. 1 Fusarium sp.
1 Xylaria sp. 3 Xylaria sp 1 Fusarium sp. 1 Phomopsis sp. 151
28°C 15M.E. 17 M.E. 1 Penicillium sp. 2 Xylaria sp.
1 Pestalotiopsissp. 11 M.E.
5 Phomopsis sp.
1 Trichoderma sp.
2 Xylaria sp.
30 M.E.
Total 158 148 201 121 628

T=Temperatura; M.l. = Micélio Estéril ndo produz esporos durante a fase vegetativa, ou seja, ndo forma esporos

assexuados.
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Houve uma maior quantidade de isolados fangicos em folha, com 335 (53,3 %) e 293
(46,7 %) em caule. Esta observacdo é relatada em estudos de diversidade e bioprospec¢do
onde diversos autores apontam as folhas como a estrutura vegetal mais utilizada para a
obtencdo de fungos endofiticos (MOREIRA, 2013). Um maior nimero de fungos endofiticos
isolados de folha também foi observado em Phthirusa pyrifolia Kunth (erva de passarinho)
(PAES et al., 2014), Gossypium sp. (algodado-de-malta) (VIEIRA, 2010), Piper hispidum Kunt
(jaborandi) (OLIVEIRA et al., 2014) e Eugenia jambolana Lam (Jamboldo) (YADAYV et al.,
2016).

Este fato reforca que as folhas sdo as principais entradas para microrganismos
endofiticos, isto ocorre devido a presenca de estbmatos e hidatddios, aos quais sdo aberturas
naturais das folhas que permitem essa entrada (AZEVEDO, 1999). Apesar da folha ser
considerada a principal entrada dos endofitos na planta estes podem migrar para outros 0rgaos
dependendo da espécie que os abriga, das condi¢cdes proprias de cada estacdo e variagcao
nutricional de cada 6rgédo conforme a idade da planta (SIQUEIRA, 2008).

Neste estudo, os meios de cultivo sem extrato obtiveram maiores quantidades de
isolados, sendo o Sabouraud o meio que predominou, com 201 (32 %) isolados. No trabalho
de Bastos et al. (2004) com endofiticos da Platanus orientalis L (platano) com BDA e
Sabouraud, este ndo identificou diferenca significativa para o total de isolados quando
utilizados os dois meios, porém, para alguns fungos a variacdo dos meios foi significativa,
como pode ser visto na Tabela 3 com os fungos Acremonium sp., Cylindrocladium sp. e
Phoma sp. Barbosa (2015) também utilizou dois meios de cultivo para isolamento, BDA
acidificado e meio Sabouraud, e obteve 39 fungos de caule, folha e peciolo da espécie Hyptis
suaveolens (L.) Poit. (Cheirosa) mas ndo relata, qual dos dois apresentou maior frequéncia de

isolamento.
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O segundo meio com maior indice de isolamento foi BDA com 158 (25,15 %) sendo a
0 meio de cultivo mais utilizado nos trabalhos de isolamentos de fungos endofiticos
consultados. No trabalho de Assungdo (2010) utilizando BDA isolou 751 fungos de Musa
spp. (bananeira), Martinez et al. (2016) também com BDA isolou 546 fungos provenientes de
Pinus radiata (pinheiro). Dessa forma, apenas uma condi¢do nutricional pode ndo possibilitar
a expressdo de toda a diversidade fungica existente na planta.

Neste estudo os dois meios acrescido de extrato de folha foram responsaveis por 153
(24,4 %) dos isolados e acrescidos de extrato de caule por 116 (18,47 %) dos isolados. Apesar
dos meios suplementados com extrato terem sido menos expressivos quanto ao ndmero de
fungos isolados, ainda assim apresentaram bons resultados sendo responsaveis pelo
isolamento de 42,83% dos fungos. Posteriormente, estudos com extratos de plantas como
suplementacdo aos meios de cultura podem ser objeto de investigacdo mais especificos para
definicdo de concentracdo e outros testes que comprovem se estes mantem ou nao as
condicdes nutricionais apresentadas naturalmente na planta hospedeira.

Outro fator relevante para este tipo de trabalho é a temperatura. Sendo que grande
parte dos isolamentos utiliza temperatura entre 28 °C a 37 °C embora, Azevedo et al. (2002)
também sugira isolamentos em temperaturas mais baixas como 18 °C para possibilitar o
crescimento de fungos menos frequentes e de crescimento mais lento, possibilitando desta
forma uma maior representacdo da comunidade endofitica.

Deste modo, aplicando duas temperaturas para isolamento foram obtidos 319 (50,79
%) isolados a 28 °C e 309 (49,20 %) isolados a 18 °C. Observa-se que a temperatura de 28 °C
foi a melhor em termos de isolamento para H. sucuuba, apesar da diferenca ser pouco
significativa. Estes resultados corroboram os de Pimentel et al. (2006), que trabalhando com a

espécie llex paraguariensis (erva-mate) em duas temperaturas (28 e 25 °C), verificou o maior
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ndmero de isolados a 28 °C. Diversos outros autores também escolheram 28 °C como
temperatura padrdo para seus isolamentos por ser uma media de temperatura com boas
condi¢des de desenvolvimento para a maioria dos fungos ja isolados como endofiticos
(MUSSI-DIAS et al., 2012, FREIRE et al., 2015, SALINE et al., 2015, SHWETA et al.,
2015).

Assim, e possivel notar que as diferentes condigdes ambientais e nutricionais sao
importantes para expressdo da diversidade de fungos endofiticos, sendo que alguns géneros
apresentaram preferéncia por determinado meio ou condicdo ambiental que podem ser
semelhantes a do hospedeiro.

No presente estudo foram isolados 628 fungos endofiticos, estes foram organizados
em 259 taxons e analisados quanto a caracteristicas macro e microscopicas pela analise das
estruturas como forma da col6nia, difusdo de pigmento, crescimento, estruturas reprodutivas
como tamanho e forma dos conidios, sendo identificados 135 (52,12 %) taxons, pertencentes

a 16 géneros como apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Frequéncia de isolamento de fungos endofiticos de Himatanthus sucuuba.
M.E. = Micélio estéril.
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A identificacdo dos fungos endofiticos em nivel de espécie ndo € facil, devido a
caréncia de especialistas em taxonomia e de literatura recente, portanto, os isolados que
apresentaram estruturas reprodutivas, foram classificados apds observacdo dos aspectos
macro e micro morfoldgicos, até o nivel de género. No entanto, 124 (47,87%) dos taxons
obtidos ndo foram identificados por essa técnica por ndo terem produzido estruturas
reprodutivas, apenas micélio estéril o que impossibilita sua classificacdo. Dentre estes ainda
houve perda de 19 (7,33 %) taxons contaminados antes de serem identificados. A

caracteristica macromorfolégica de fungos endofiticos de H. sucuuba podem ser observados

na Figura 7.

Figura 7. Diversidade de fungos endofiticos isolados de caule e folha de H. sucuuba. (A)
Guignardia sp. (B) Colletotrichum sp. (C) Aspergillus sp. (D) Fusarium sp. (E) M.E.; (F)
M.E.; (G) Penicillium sp. (H) Xylaria sp. (I) M.E.; (J) Fusarium sp. (L) Pestalotiopsis sp. (M)
M.E.

M.E.= Micélio estéril

Fonte: Arquivo pessoal.
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Diante dessas dificuldades de identificacdo Passarini (2013) diz que nenhum dos
métodos isolados tem sido aceito como ideal para identificacdo de microrganismos e
recomenda a utilizacdo da taxonomia polifasica (micro e macromorfologia, fisiologia,
metabdlitos produzidos e dados moleculares) sugerindo que um conjunto de técnicas amplia o
conhecimento para uma melhor e maior classificacdo da diversidade flngica. Essa abordagem
polifasica ndo é recente j& tendo sido relatada por Colwell (1970) (STRALIOTTO;
RUMJANEK, 1999; FENSELAU; DEMIREV, 2001; HONG et al., 2005; RODRIGUES et
al., 2011).

Para minimizar o indice de fungos ndo identificados Maia (2015) utilizou as
caracteristicas morfoldgicas e amplificacdo de DNA para uma melhor caracterizacdo em nivel
de espécie obtendo bons resultados. Nesse sentido, se confirma que a aplicacdo de duas ou
mais técnicas oferecem maior seguranca na identificacdo fangica (SANTOS, 2013), de modo
que, a aplicacbes dessas técnicas poderiam ter ampliado a caracterizagcdo dos fungos de H.
sucuuba no presente trabalho, ainda assim, essa elucidacdo pode ser explorada em novos
trabalhos com a espécie.

Independente da técnica de identificacio o nimero de endofiticos pode variar de
acordo com a espeécie vegetal, o local onde o endofito se instala e a fase de desenvolvimento
da planta. Sendo comum um ou mais géneros de endofiticos predominarem em um
hospedeiro, enquanto outros se apresentam em menor frequéncia de colonizacdo (FELBER;
PANPHILE, 2013).

Dos géneros identificados Colletotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium,
Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis, Trichoderma e Xylaria demonstraram carater
generalista quanto ao 6rgao vegetal estudado, temperatura de isolamento e a maioria dos
meios utilizados, sendo Colletotrichum sp., Phomopsis sp. e Xylaria sp. 0s que ocorreram
com maior frequéncia, conforme Tabela 3.

O género Colletotrichum sp. esteve presente nos trés individuos e em todas as
estruturas vegetais. Esta frequente ocorréncia pode estar relacionada com a facil disseminacgéo
desse fungo. As plantas estdo sujeitas a este género fungico em todas as fases de
desenvolvimento, e este pode ser transmitido de uma planta para outra por meio do vento, e

também as sementes podem infectar as plantulas (MENEZES, 2013).
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O género Colletotrichum é um dos géneros mais isolados, sendo comumente relatado
por autores em estudo de diversidade de endofiticos (SOUZA et al., 2004; ALMEIDA et al.,
2005; PIMENTEL et al., 2006). Este é frequentemente associado a antracnose, sendo a
principal doenca em frutos pds-colheita (SERRA; SILVA et al., 2004), podendo causar a
podriddo mole que afeta a comercializagéo dos frutos (LIMA-FILHO et al., 2003).

Apesar disso, certos endofiticos que causam patogenicidade podem ndo causar estes
efeitos em outra espécie (AZEVEDO et al., 1999), como foi o caso de H. sucuuba.
Geralmente, os fungos endofiticos encontrados tornam-se patogénicos a planta apenas quando
a mesma é submetida a algum tipo de estresse. Este estresse causa desequilibrio no
metabolismo da planta, seja por causa ambiental ou mesmo por préaticas culturais mal
realizadas, podendo ocorrer desequilibrio na microbiota endofitica, favorecendo estes como
fitopatdgenos ou aumentando a agédo destes (MUSSI-DIAS et al., 2012).

O género Phomopsis sp. conta com mais de 1.000 espécies, e se apresentam como
parasita atingindo varias especies de plantas. Estes provocam sintomas de murchas, necroses,
cancros, podriddes, seca de hastes e ramos, entre outras patologias, podendo levar a morte da
planta (CAETANO, 2010). Causam severas doencas na cultura da soja como cancro da haste
causando a seca do caule e da vagem, influenciando na qualidade e na quantidade da
producdo de grdos. Varias espécies podem ser saprofiticas, enquanto outras sdo endofiticas,
tornando-se patogénicas quando o hospedeiro se encontra debilitado (KRUPPA et al., 2012).

Xylaria sp. ocorreu em todos 0s meios e temperaturas, este género é descrito como
fungo decompositor de madeira, com caracteristicas saprofiticas (BAYMAN, 1998), tendo
sido o género mais isolado em Casuarina equisetifolia, C. equisetifolia e M. Bidentata
(PARK et al, 2005). Ha relatos que Xylaria sp. é isolada de plantas tropicais com maior
frequéncia do que de plantas de clima temperado (PHOTITA et al., 2001) o que corrobora
com os resultados obtidos em H. sucuuba.

De forma geral, os géneros Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium,
Phomopsis, Trichoderma, Penicillium e Xylaria isolados de Piper marginatum (ARAUJO et
al., 2009) também foram isolados de H. sucuuba ratificando que estes sdo isolados com

frequéncia.
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Alguns fungos demonstram especificidade sendo isolados somente em um 6rgéo,
como 0s géneros Guignardia, Aspergillus, Acremonium e Paeciloyces que apresentaram
especificidade para folha. Esta maior especificidade também pode estar relacionada a boa
adaptacdo aos compostos quimicos (fendis, poli fendis, flavondides, alcaldides) existentes nas
folhas (SANTOS et al., 2013), pela condi¢cdo nutricional e pela facilidade de competicdo
direta com as substancias de defesa da planta, ou seja, liberagdo de toxinas em uma eventual
necessidade de se converter a fitopatdgeno. A Figura 8 apresenta a micromorfologia de

fungos endofiticos de H. sucuuba.

Figura 8. Micromorfologia de fungos endofiticos de H. sucuuba. (A) Penicillium sp.; (B)
Colletrotrichum sp.; (C) Cladosporium sp.; (D) Phoma sp.; (E) Aspergillus sp.; (F)
Cylindrocladium sp.
Fonte: Arquivo pessoal.

A analise de diversidade foi calculada pelos indices de Shannon, Simpson e Evennes.
Estes indices revelam a Riqueza, Equitabilidade e Diversidade das espécies na comunidade, e
estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. indice de diversidade de fungos endofiticos de H. sucuuba.

Espécie Indices
Shannon-H Simpson- D Evennes -e"H/S
H. sucuuba
3,87 0,916 0,345
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Considerando os indices calculados neste estudo os valores encontrados revelam que
existe riqueza na comunidade endofitica de Himatanthus sucuuba, estes também demonstram
alta equitabilidade e baixa dominancia, significando uma alta diversidade na comunidade de
fungos endofiticos de H. sucuuba (GOMES; FERREIRA, 2004; MOREIRA, 2013). Poucos
trabalhos com isolamento de endofiticos aplicam indices de diversidade, no entanto Zhang et
al. (2014) comparando a composicdo de espécies dos fungos endofiticos de Brassica napus
(colza) obteve indice de diversidade de Shannon de 2,27 e Simpson 0,959 e classifica como
alta diversidade, desta forma, pode se dizer que os resultados encontrados em H. sucuuba s&o

superiores aos encontrados pelo referido autor.

5.2 Atividade antibacteriana de Fungos endofiticos de Himathantus sucuuba

O bioensaio para atividade antibacteriana foi realizado com extratos metabolitos
produzidos por 235 fungos endofiticos representantes de cada taxon obtido, inclusive com
individuos nédo identificados. Destes, 50 (21,27%) apresentaram atividade antibacteriana. Na
Figura 9 pode-se observar os halos produzidos pelos metabolitos fangicos contra Escherichia
coli, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus, entretanto, demonstrou baixa

eficacia contra Klebsiella pneumoniae.

Figura 9. Atividade antibacteriana dos extratos metabdlitos de fungos endofiticos de H.
sucuuba frente as bactérias testadas. (A) Halos de inibicdo para E. coli; (B) Poucos halos de
inibicdo para K. pneumoniae; (C) Halos de inibicdo para S. pneumoniae; (D) Halos de
inibicdo para S. aureus; (E, F) medicdo de halos em mm com uso de régua para antibiograma.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os fungos endofiticos com atividade antibacteriana
frente aos microrganismos E. coli, K. pneumoniae, S. pneumoniae e S. aureus.

Tabela 5. Extratos metabdlicos de fungos endofiticos de H. sucuuba com atividade
antibacteriana.

Bactéria analisadas

Registro Género EC KP SP SA
Halo (mm)

2.3438 M.E. - - 12 -
2.3585 M.E. - - 10 -
2.4205 M.E. 10 - - -
2.2371 M.E. - - 10 -
2.3615 M.E. 30 - 30 20
2.3551 M.E. 10 - - -
2.2188 M.E. 29 - 28 20
2.3654 M.E. 30 - 24 16
2.3588 M.E. - - 11 -
2.2840 M.E. 23 10 17 21
2.3673 M.E. 15 - 13 -
2.3415 M.E. - - - 10
2.2946 M.E. - - 11 10
2.2844 M.E. - - 10 -
2.3414 M.E. 30 - 26 20
2.2402 M.E. 28 - 21 18
2.2992 M.E. 19 - 17 13
2.2873 M.E. 36 - 30 28
2.3027 M.E. 30 - 20 20
2.3596 M.E. 10 - 13 10
2.2910 M.E. 30 - 22 20
2.2320 M.E. 30 - 12 22
2.3603 Xylaria sp 20 - 18 10
2.2913 Xylaria sp. - - 11 -
2.3586 Xylaria sp. 12 - 10 -
2.3518 Xylaria sp. 28 - 20 20
2.3572 Xylaria sp. 10 - 10 -
2.3664 Xylaria sp. 37 12 30 22
2.3579 Xylaria sp. 21 - 15 -
2.3662 Xylaria sp. 27 - 22 20
2.2991 Xylaria sp. 10 - - -
2.2948 Xylaria sp. 19 - 18 13
2.2822 Colletotrichum sp. - - 10 -
2.3727 Colletotrichum sp. - - 12 -
2.3659 Colletotrichum sp. 30 10 30 24
2.3649 Colletotrichum sp. 24 - 20 18
2.3538 Colletotrichum sp. 23 - 19 20
2.3447 Colletotrichum sp. 11 - 18 16
2.3641 Colletotrichum sp. 10 - - -
2.2944 Colletotrichum sp. 31 - 30 23
2.3400 Colletotrichum sp. 30 - 26 19
2.2951 Phomopsis sp. - - 10 -
2.2846 Phomopsis sp. - - 10 -
2.3008 Phomopsis sp. - 10 - -
2.3584 Phomopsis sp. - - 10 -
2.2322 Phomopsis sp. - - 18 18
2.2972 Phomopsis sp. 21 - 22 20
2.2379 Fusarium sp. 30 10 30 26
2.2000 Paecilomyces sp. 21 0 17 12
2.3602 Pestalotiopsis sp. 15 - 18 10
Controle Cloranfenicol 26 13 18 19
Total geral 36 4 44 30

M.E.= Micélio estéril
EC=Escherichia coli; KP=KIlebsiella. pneumoniae; SP=Streptococcus pneumoniae; AS=Staphylococcus aureus
Cloranfenicol = 30mg.
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Figura 10. Géneros de fungos endofiticos de H. sucuuba com atividade antibacteriana.
M.E. = Micélio estéril

Dentre os fungos endofiticos identificados de H. Sucuuba, Xylaria sp. foi 0 que mais
apresentou atividade antibacteriana, desta forma, se existe atividade é devido a producéo de
substancias quimicas. Embora o objetivo deste trabalho ndo tenha sido isolamento, o referido
género é citado por diversos autores que relatam diversas substancias importantes, inclusive
com atividade antibacteriana como visto no presente trabalho. Entre os compostos isolados
estdo griseofulvina e declorogriseofulvina com atividade antibacteriana e antifingica (PARK
et al, 2005), o acido 2-hexilideno-3-metilbutanodidico, citocalasina D, 7-
declorogriseofulvina, citocalasina B e griseofulvina com atividade antifingica contra os
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (CAFEU et al., 2005).
Um sesquiterpendide isolado de Xylaria sp. foi capaz de inibir a enzima integrase do virus
HIV-1 (SINGH et al., 1999). Logo, este fungo pode ser um importante meio para o
desenvolvimento de agentes anti-HIV. O género também produz declorogriseofulvina e
griseofulvina com ampla atividade antifingica contra brusone, ferrugem da bainha do arroz,

ferrugem da folha de trigo, Botritis cinerea e oidio da cevada (JOONG-HYEOP, 2005) e a
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enzima fitase que catalisa a liberag&o do fosfato, sendo bastante utilizada no melhoramento da
qualidade nutricional de ragdo animal (CUNHA et al., 2015).

O género Colletotrichum sp., inibiu o crescimento de todas as bactérias analisadas,
principalmente S. pneumoniae e E. coli. Este género é produtor de diversas substancias.
Carvalho e colaboradores (2016), por exemplo, identificaram em Colletotrichum
gloeosporioides as substancias estigmasterol, sitosterol, esqualeno, ergosterol e peroxido de
ergosterol estes compostos fitoesterois, principalmente sitosterol, reduzem colesterol no
sangue, e também podem ser utilizados para tratar doencas cardiovasculares, cancer e
processos inflamatorios (WOYENGO et al., 2009; MARANGONI; POLLI, 2010). Outros
trabalhos também demontram o potencial de atividade deste género. Colletotrichum
gloeosporioides produz o metabdlito &cido-coledtrico que promove atividade contra Bacillus
subtilis, Sarcina lutea, Pseudomonas sp., atividade anticancro (GASONG et al., 2015) e
contra Staphylococcus aureus (HONG LU et al.,, 2000; ZOU et al., 2000;) desta forma,
Staphylococcus aureus também foi sensivel aos extratos de Colletotrichum isolados de H.
succuba.

Os extratos fangicos produzidos por Phomopsis sp proporcionaram atividade inibitoria
principalmente frente S. pneumoniae. De acordo com Corrado e Rodrigues (2004) Phomopsis
sp. possui atividade inibitoria frente a bactérias, leveduras e fungos filamentosos. O fungo
ainda é produtor de &cido mevinico, com atividade anti-inflamatéria, Phomol com atividade
citotoxica, antifungica, antibacteriana, anti-inflamatoéria (WEBER et al., 2004), e também
produz o &cido 3-hidroxipropiénico com atividade nematicida contra Meloidogyne inconita e
Caenorhabditis elegans (SCWARZ et al., 2004). Além da atividade inibitéria frente a S.
pneumoniae e do potencial relatado em diversas pesquisas o extrato fangico n° 2.3008
produzido por Phomopsis sp de H. sucuuba apresentou atividade especifica contra a bactéria

Klebsiella pneumoniae observada como a mais resistente a todos os extratos, podendo ser um
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diferencial para isolamento de novos compostos e estudos frente a esta e outras bactérias gram
negativas.

Fusarium sp. teve 1 individuo ativo para todas as bactérias testadas, no entanto, a
literatura traz estudos onde Fusarium oxysporum, Fusarium solani isolados de Ginseng
mostraram relevante atividade antimicrobiana (PARK et al., 2015). Bhalkar e colaboradores
(2016) isolaram de Fusarium o acaldide citotoxico Camptotecina eficaz como inibidor da
enzima topoisomerase | do virus HIV, apesar de Fusarium sp. de H. sucuuba ndo ter sido tdo
efetivo como antibacteriano, ainda assim, pode ser investigado para outras aplicacGes
biotecnologicas.

Paecilomyces sp. e Pestalotiopsis sp. também tiveram apenas 1 individuo ativo para E.
coli, S. pneumoniae e S. aureus. N&o foram encontrados relatos de atividade antibacteriana de
endofitico Paecilomyces, porém, os estudos de Li et al (2001) com Pestalotiopis microspora
apresentou o metabolito acido ambuico com atividade antifingica. A mesma espécie isolada
de Terminalia morobensis produziu a isopestacina com atividade antimicrobiana e
antioxidante (HARPER et al., 2003). Estirpes de Pestalotiopsis foram isolados a partir da
planta medicinal Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reiss (espinheira santa) sendo bem sucedidas
na inibicdo de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (FIGUEIREDO et al., 2007) tais
resultados s&o similares ao observado neste estudo.

Apesar de ndo se conhecer as moléculas quimicas dos endofiticos de H. sucuuba
responsaveis pela atividade antibacteriana os resulatdos encontrdaos revelam expectativa de
aplicacdo farmacoldgica de amplo espectro, ou seja, eficazes contra bactérias gram positivas e
gram negativas.

Diversos endofiticos com atividade antifingica e antibacteriana foram encontrados por

Bae et al (2011), Ding et al (2012) e Moreira (2013), assim, a comunidade endofitica de H.
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sucuuba pode ser alvo de novos estudos, visando a identificdo de novas moléculas,
principalmente antibacterianas, o que tem se tornado uma necessidade recorrente.

De modo geral, as bactérias mais sensiveis neste estudo foram Streptococcus
pneumoniae e Escherichia coli, enquanto K. pneumoniae se mostrou a mais resistente como
pode ser observado no controle cloranfenicol (Tabela 5). Foram considerados inibitorios os
halos a partir de 10 mm. No entanto, houve halo de inibi¢do de até 36 mm.

A identificagdo total dos endofiticos de H. sucuuba e isolamento das substancias
quimicas sdo necessarias para elucidacdo completa da comunidade endofitica de H. sucuuba.

Diante dos relatos positivos sobre as substancias isoladas e da atividade antibacteriana
apresentada pelos fungos endofiticos isolados de H. sucuuba, ha forte indicios que esta
comunidade fungica possui substancias promissoras que merecem investigacdes posteriores,
para isolamento das mesmas e confirmacdo da atividade observada frente a estas e outras

bactérias e também outros microrganismos patogénicos.
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6. CONCLUSOES

Existe diversidade endofitica em caules e folhas de H. sucuuba, deste modo, a espécie
compde um importante hospedeiro de fungos endofiticos a ser estudado, inclusive de outros
6rgdos como raizes e frutos.

Os extratos fangicos de diferentes endéfitos de H. sucuuba apresentaram atividade
antibacteriana, inibindo tanto o crescimento de bactérias Gram positivas quanto Gram

negativas, podendo ser fonte de antibiéticos de amplo espectro.
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