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RESUMO

Entre os micro-organismos endofiticos, os fungos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica especialmente por seu potencial na producdo de metabdlitos de
interesse econdmico, incluindo os relacionados as plantas hospedeiras. Hancornia
speciosa Gomes, conhecida como mangabeira, ¢ uma espécie frutifera da familia
Apocynaceae bastante utilizada na medicina popular para diversos fins. Este trabalho
teve como objetivo contribuir no conhecimento da micobiota endofitica associada a H.
speciosa e avaliar o potencial antimicrobiano destes micro-organismos. Os fungos
endofiticos foram isolados da casca do caule de H. speciosa em diferentes periodos do
ano. Foram isolados 116 fungos endofiticos pertencentes a 14 espécies, sendo Phoma
cava a espécie mais frequente (13,8%), seguida de Colletotrichum gloeosporioides
(12,1%) e Lasiodiplodia theobromae (11,2%). Todos os isolados foram submetidos ao
ensaio antimicrobiano em meio solido com bloco de &gar. Os micro-organismos teste
utilizados foram Staphylococcus aureus - UFPEDA - 02, Bacillus subtilis - UFPEDA -
86, Escherichia coli - UFPEDA - 224, Klebsiella pneumoniae - UFPEDA -
396, Pseudomonas aeruginosa - UFPEDA - 416, Proteus mirabilis - UFPEDA - 767,
Candida albicans URM - 5825, Candida krusei UFPEDA - 1002, Candida tropicalis
URM - 5871 e Malassezia furfur URM - 4220. No total, 39 dos 116 fungos endofiticos
apresentaram atividade antimicrobiana frente a, no minimo, um micro-organismo teste
com as médias dos halos de inibicdo variando de 11 a 39 mm de didmetro. Apos a
triagem antimicrobiana, os isolados Aspergillus flavus (FHS012), A. flavus (FHS018),
Aspergillus niger (FHS058), A. niger (FHS059), A. niger (FHS061), Fusarium solani
(FHS105), F. solani (FHS106), Lasiodiplodia theobromae (FHS070), L. theobromae
(FHS074) e Penicillium fellutanum (FHS089) apresentaram 0s melhores resultados
entre todos e seguiram para o cultivo em meio semi-sélido de arroz e milho por 21 dias.
Apos este periodo, foram obtidos os extratos metanolicos brutos dos fungos endofiticos
e determinadas as concentracdes minimas inibitéria (CMI) e bactericida/fungicida
(CMB/CMF) através do método de microdiluicdo em caldo. As CMI’s variaram entre
19 e 2.500 pg/mL™ e as CMB’s / CMF’s entre 312 e >5.000 pg/mL™. Esses resultados
demonstram o grande potencial antimicrobiano dos fungos endofiticos desta planta
medicinal. Em pesquisas futuras poderdo ser identificados compostos bioativos,
provavelmente derivados da complexa interacdo endofitico/hospedeiro, como sua
utilizacdo no desenvolvimento de novas drogas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Fungos endofiticos; Hancornia speciosa.



ABSTRACT

Among the microorganisms endophytic, fungi have attracted the interest of the
scientific community especially for its potential in the production of metabolites of
economic interest, including those related to the host plants. Hancornia speciosa
Gomes, known as mangabeira, is a fruitful species of the family Apocynaceae typical
widely used in folk medicine for various purposes. This work aimed to contribute to the
knowledge of the microbial endophytic mycobiota associated with H. speciosa and
evaluate the antimicrobial potential of these microorganisms. The endophytic fungi
were isolated from the stem bark of H. speciosa in different periods of the year. Were
obtained 116 isolates of endophytic fungi belonging to the 14 species, being Phoma
cava the most frequent species (13.8%) followed by Colletotrichum gloeosporioides
(12.1%) and Lasiodiplodia theobromae (11.2%). All isolates were subjected to
antimicrobial assay in solid medium with agar block. The test microorganisms used
were Staphylococcus aureus - UFPEDA - 02, Bacillus subtilis - UFPEDA - 86,
Escherichia coli - UFPEDA - 224, Klebsiella pneumoniae - UFPEDA -
396, Pseudomonas aeruginosa - UFPEDA - 416, Proteus mirabilis - UFPEDA - 767,
Candida albicans URM - 5825, Candida krusei UFPEDA - 1002, Candida tropicalis
URM - 5871 and Malassezia furfur URM - 4220. In total, 39 of the 116 endophytic
fungi showed antimicrobial activity against at least one test microorganism with the
average of inhibition halos varying from 11 to 39 mm in diameter. After screening
antimicrobial isolates Aspergillus flavus (FHS012), A. flavus (FHS018), Aspergillus
niger (FHS058), A. niger (FHS059), A. niger (FHS061), Fusarium solani (FHS105), F.
solani (FHS106), Lasiodiplodia theobromae (FHS070), L. theobromae (FHS074) and
Penicillium fellutanum (FHS089) showed the best results among all and followed for
cultivation in semi-solid rice and corn medium for 21 days. After this period, we
obtained the crude methanol extracts of endophytic fungi and determined the minimum
inhibitory concentrations and bactericidal/fungicidal through the broth microdilution
method. The MICs ranged from 19 to 2500 pg/mL™ and the CMBs / CMFs between
312 and >5000 pg/mL™. These results demonstrate the great antimicrobial potential of
endophytic fungi of medicinal plant, in future research may be identified bioactive
compounds, probably derived from the complex interaction endophytic/host, such as its
use in developing new drugs.

Keywords: Antimicrobial activity; Endophytic fungi; Hancornia speciosa.
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1. INTRODUCAO
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Evolutivamente, as plantas vém desenvolvendo complexos mecanismos
adaptativos, incluindo a capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos
(Neto et al. 2002). Os micro-organismos que, em pelo menos uma fase do seu ciclo de
vida colonizam o interior de tecidos vegetais sem causar dano aparente ao seu
hospedeiro sdo denominados endofiticos (Azevedo et al., 2000). Nas dltimas duas
décadas, os micro-organismos endofiticos, especialmente os fungos ocuparam uma
posicdo de destaque na producdo de metabdlitos bioativos (Aradjo et al., 2010). Estes
organismos representam uma importante fonte genética para a biotecnologia, tendo
estimulado o interesse da comunidade cientifica devido a producdo de metabdlitos
secundarios com aplicacGes, principalmente, na industria alimenticia e farmacéutica
(Strobel & Daisy, 2003). Os fungos endofiticos sdo fontes de novos antibioticos,
imunossupressores e substancias anticancer (Ferrara, 2006).

As infeccOes (bacterianas e fungicas) estdo entre as principais causas de morte
no mundo (OMS, 2008). Alguns micro-organismos patogénicos desenvolveram
resisténcia as drogas ja existentes, além disso, o desenvolvimento de novas doencas e 0
fluxo continuo de viajantes (von Nussbaum et al., 2006) contribuem ainda mais para o
agravamento desta situacdo. Diante do exposto, verifica-se a necessidade da descoberta
de novas drogas que sejam mais efetivas e menos toxicas, por isso, a triagem de micro-
organismos e plantas produtores de metabolitos bioativos, provavelmente, oriundos de
suas interacdes representa uma nova alternativa no combate as infecces.

Hancornia speciosa Gomes, conhecida popularmente como mangabeira, ocorre
espontaneamente em varias regides do pais, principalmente nas baixadas litoraneas do
Nordeste, onde é mais abundante (Aguiar-Filho et al., 1998), pertence a familia
Apocynaceae e a ordem Gentianales (Cronquist, 1988). Na medicina popular H.
speciosa é utilizada no tratamento de tuberculose, Ulceras, diabetes e verrugas, as cascas
do caule sdo utilizadas em afeccBes dos pulmdbes e figado, cdimbras e luxacGes
(Almeida et al., 1998; Nogueira et al., 2004; Silva-Janior, 2005). Estudos realizados
com extratos de H. speciosa apresentaram atividades antibacteriana, antiinflamatoria,
anti-hipertensiva, anti - Helicobacter pylori, além de atuarem como vasodilatadores e
redutores de peso (Serra et al., 2005; Endringer et al., 2006; Vratimos et al., 2006;
Ferreira et al., 2007; Moraes et al.,, 2008; Thomazi, 2010). Estas propriedades
fundamentam a investigacdo dos fungos endofiticos associados a H. speciosa e sua

relacdo com a atividade antimicrobiana desta planta medicinal.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Micro-organismos endofiticos

Uma grande variedade de micro-organismos pode viver associada aos vegetais,
tanto em sua superficie, epifiticos, como em seu interior, endofiticos. No sentido literal,
a palavra “endofitico” (do grego endon, no interior de; phyton, planta) significa “dentro
da planta”. Muitas defini¢des tém-se aplicado ao termo “micro-organismo endofitico”
ou simplesmente endéfito. Carroll (1986); Petrini (1991) e Cabral et al. (1993)
denominaram como aqueles organismos, em sua maioria bactérias e fungos, que passam
todo ou uma fase do seu ciclo de vida colonizando tecidos vegetais aéreos sem causar
sintomas aparentes de doenca a planta hospedeira.

Outra definicdo, apresentada por Hallmann et al. (1997), sugere end6fitos como
micro-organismos que podem ser isolados de tecidos vegetais, apds desinfeccdo externa
e que ndo causam, aparentemente, danos as plantas. Azevedo e Araujo (2007) definiram
endofitos como sendo todo micro-organismo, cultivavel ou ndo, que coloniza o interior
de tecidos vegetais sem causar danos aparentes ao hospedeiro e sem produzir estruturas
externas visiveis. Mais tarde, Mendes e Azevedo (2007) ampliaram a defini¢ao anterior
considerando, adicionalmente, a divisdo de micro-organismos endofiticos em dois tipos,
sendo: Tipo I, os que ndo produzem estruturas externas a planta; e Tipo Il, os que
produzem estruturas externas a planta.

Para penetrar no vegetal hospedeiro os enddfiticos podem viver como epifiticos
por certo tempo, bem como, um micro-organismo endofitico pode tornar-se patogénico
em um vegetal em certas condicGes de estresse (Araujo et al., 2010). Dessa maneira, a
diferenciacdo dos termos tem funcdo meramente didatica, entre eles existe um gradiente
que € intrinseco a Biologia de forma geral (Azevedo et al., 2002).

Os endofiticos estdo presentes em todas as espécies vegetais analisadas até o
momento (Aradjo et al., 2010). Em geral, dezenas a centenas de endofiticos podem ser
isolados de uma Unica planta e, a partir deste unico hospedeiro, pelo menos uma espécie
se mostra especifica, confirmando a importancia dos endofiticos como componente da
diversidade microbiana (Tan & Zou, 2001; Strobel & Daisy, 2003).

A presenca de micro-organismos endofiticos pode ser observada em todos os
tecidos e Grgdos vegetais incluindo, entre outros, raizes, caules, folhas, flores e frutos
(Kobayashi & Palumbo, 2000; Mcinroy & Kloepper, 1995; Melnick et al., 2008;
Piccolo et al., 2010; Thomas et al., 2007). Alguns sdo mais frequentes em determinado
tipo de vegetal, designados dominantes, em contraposicdo ha& outros mais raros,

chamados de secundarios (Pileggi, 2006). Eles podem penetrar e colonizar os vegetais
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hospedeiros, principalmente, pelos estdmatos, ferimentos e raizes, porém, podem
também estar presentes em sementes de diversas espécies vegetais (Araujo et al., 2010).

A maioria dos estudos com endofiticos tem sido realizada em plantas de clima
temperado, entretanto, recentemente, plantas de clima tropical tém sido pesquisadas
quanto a presenca, quantidade e qualidade de endofiticos encontrados (Azevedo &
Arauljo, 2007).

2.2 Fungos endofiticos

Petrini (1991) definiu os fungos endofiticos como micro-organismos que
colonizam os tecidos sadios de partes aéreas das plantas em algum periodo do seu ciclo
de vida, sem Ihes causar danos aparentes. Segundo Bacon e White Jr. (2000), os fungos
que colonizam os tecidos internos das plantas, sem causar algum dano imediato ao seu
hospedeiro séo considerados endofiticos.

Na literatura, os fungos endofiticos sdo divididos em dois grupos ecologicos:
balansiaceous e ndo-balansiaceous. O primeiro grupo é composto por fungos
Ascomicetos pertencentes aos géneros Epichloe e Balansia (anamorfos Neotyphodium e
Ephelis) (Schulz & Boyle, 2005). Segundo Petrini (1996), sdo proximamente
relacionados e apresentam necessidades ecoldgicas e adaptacdes distintas de todos os
outros fungos endofiticos. Além disso, desenvolvem sistémica e intercelulamente e séo
transmitidos verticalmente através de sementes (Schulz & Boyle, 2005).

Em contraste, endofitos ndo-balansiaceous séo diversos, tanto filogeneticamente
quanto em relacdo a sua estratégia de vida. Sdo transmitidos horizontalmente, tendo
sido isolados na maioria das plantas (Arnold et al., 2003). A colonizacdo pode ser inter
ou intracelular, localizada ou sistémica (Schulz & Boyle, 2005).

As espécies isoladas com maior frequéncia pertencem ao filo Ascomicota,
incluindo os anamorfos (Hyphomycetes e Coelomycetes) (Schulz & Boyle, 2005).
Espécies de Basidiomycota e Zigomycota também sdo isoladas como endofiticos,
porém, representam um nudmero menor (Schulz & Boyle, 2005). Na vegetacdo
brasileira, 0s géneros Ascochyta, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Glomelera,
Guignardia, Mucor, Nodulisporium, Pestalotia, Phomopsis, Phyllosticta, Rhizopus e
Xylaria sdo os mais frequentes (Peixoto-Neto et al., 2002).

Existem cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, dos quais apenas 5% estéo
descritos (Hawksworth, 2001). Em contrapartida, estima-se que das 300 mil espécies de

plantas que existem no planeta, cada uma abrigue no interior de seus tecidos um ou
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mais fungos endofiticos, podendo-se talvez chegar a um milhdo de espécies de fungos,
considerando somente os endofiticos (Strobel & Daisy, 2003). Dessa forma, sdo grandes
as chances de se encontrar novos fungos endofiticos dentre os milhares de plantas nos
diferentes ecossistemas, constituindo-se numa fonte promissora de diversidade genética,

como também, de novos produtos naturais (Strobel & Daisy, 2003).
2.3 Interacdo dos fungos endofiticos com as plantas

As associacOes de fungos endofiticos com seus hospedeiros sdo extremamente
complexas e o entendimento ainda é prematuro. Além disso, essas relagdes sdo
intrinsecas a determinadas espécies de plantas e/ou endofiticos (Araujo et al., 2010).

Sabe-se que, em geral, essa intima associacdo envolve varios processos, que por
sua vez, podem ser influenciados pelo gendtipo, estadio de crescimento, condicOes
fisiologicas e tipo de tecido vegetal, além de condigdes ambientais e praticas agricolas
(Compant et al., 2010; Firakova et al., 2007; Forchetti et al., 2007; Hardoim et al, 2008;
Sieber, 2007). Neste contexto, tém sido estudadas duas hipoteses principais acerca da
interacdo endofiticos/hospedeiros: a da simbiose mutualistica e a do equilibrio
antagbnico (Faeth, 2002; Selosse et al., 2004; Rudgers et al., 2004; Saikkonen et al.,
2004; Muller & Krauss, 2005; Schulz & Boyle, 2005; Kogel & Franken, 2006;
Maheshwari, 2006).

A primeira hipotese sugere que os endofiticos co-evoluiram com seus
hospedeiros, apresentando uma intima relacdo mutualistica, onde os endofiticos
recebem nutrientes e protecdo da planta hospedeira, da mesma maneira, a planta
também ¢é beneficiada com essa interacdo. Dentre os beneficios destacam-se uma maior
resisténcia em ambientes com intenso estresse causado por fatores abidticos ou
abidticos como temperatura, umidade, luz, contaminantes, etc (Saikkonen et al., 1998).
Este tipo de interacdo também possibilita, em alguns casos, resisténcia frente a
patdgenos (Hallmann et al., 1997; M’Piga et al., 1997; Ryu et al., 2006; Senthilkumar
et al., 2007), aumento do crescimento vegetal (Hallmann et al., 1997; Bent & Chanway,
1998; Tsavkelova et al., 2007), estimulo e inducdo do processo de germinacdo de
sementes (Freyermuth et al., 1996; Holland, 1997).

Sabe-se que numa relacdo sintomatica metabdlitos de defesa sdo produzidos pela
planta hospedeira em resposta aos metabolitos toxicos produzidos pelos fungos (Agrios,
1997). Segundo Peters et al. (1998), apds analises in vitro foi verificado que tanto o

endofitico como a planta hospedeira produziam e secretavam metabdlitos toxicos para
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ambos, resultado ndo esperado em uma relacdo assintomatica. Neste contexto, Schulz e
Boyle (2005) concluiram que a colonizagdo assintomética é consequente da interacdo
antagonica balanceada entre a planta hospedeira e o fungo. Caso este equilibrio seja
afetado, tanto por uma diminuicdo na defesa da planta, através da sintese de metabdlitos

toxicos, como por um aumento da viruléncia fungica (Figura 01), h4 o desenvolvimento

de doencga (Schulz et al., 2002).
s encid

Interagio endofitica
Interagdo patogénica

—_—

Figura 01. Hipétese do equilibrio antagénico. Adaptado de Schulz et al., 2002.

A hipdtese do equilibrio antagdnico ndo exclui a possibilidade do endofitico
exercer uma funcdo benéfica para seu hospedeiro. Nesta interacdo, os fungos
endofiticos influenciam na producéo ou inibicdo de metabdlitos com funcéo de defesa,
conferindo aos vegetais vantagens como resisténcia ao ataque de insetos, producédo de
antimicrobianos contra micro-organismos fitopatogénicos (Azevedo et al., 2000; Arnold
et al., 2003; Mucciarelli et al., 2002; Selosse et al., 2004; Bandara et al., 2006).

A complexidade dessas interacdes tem direcionado estudos com endofiticos nao
s0 para os focos tradicionais, como promoc¢do de crescimento vegetal e controle
biolégico de pragas, como, principalmente na obtencdo de produtos de interesse

biotecnologico (Aradjo et al., 2010).
2.4 Importancia dos fungos endofiticos

2.4.1 Promocéo do crescimento e desenvolvimento vegetal por fungos endofiticos

Os fungos endofiticos podem afetar favoravelmente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas hospedeiras. Os endofiticos podem produzir certos
compostos que facilitam a entrada e utilizacdo de nutrientes que existam no meio. Outra

forma de favorecimento do crescimento e desenvolvimento dos hospedeiros € através da
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sintese de reguladores vegetais como as giberilinas, auxinas, citoquininas e o etileno
(Aradjo et al., 2010).

No trabalho de Varma et al., (1999), os autores estudaram um endofitico de raiz,
o Piriformospora indica, e descreveram a capacidade deste em promover o crescimento
vegetal de Zea mays, Nicotiana tabaccum e Petroselinum crispum L., uma vez que a
inocualgcdo do fungo nessas plantas, favoreceu o0 aumento de biomassa e,
consequentemente, o crescimento vegetal.

Neotyphodium sp., fungo endofitico isolado de Festuca aerundinacea beneficia
seu hospedeiro aumentando a tolerancia a seca (White Jr. et al., 2002), no crescimento
radicular, na producdo de sementes, na germinacdo, na obtencdo de fosforo e na
resisténcia a nematdides e insetos (Panaccione et al., 2001).

Arnold e colaboradores (2003) estudaram a resposta de plantas de cacaueiro
axénicas inoculadas com endofiticos do préoprio hospedeiro e com o patdogeno
Phytophtora sp. e observaram que as plantas inoculadas com os endofiticos
apresentaram menos necrose e mortalidade das folhas, quando comparadas aos
controles, inoculados apenas com o patdgeno.

Vaérias espécies de fungos como, por exemplo, C. gloeosporioides e Fusarium
oxysporium que sdo geralmente tratadas como fitopatogéncias possuem isolados
endofiticos de raizes de plantas como a soja e citros que produzem auxinas (Araujo et
al., 2010).

2.4.2 Produtos naturais produzidos por fungos endofiticos

Os compostos conhecidos como produtos naturais sdo metabolitos secundarios
derivados naturalmente de micro-organismos, plantas e animais, sendo as plantas a
principal fonte desses compostos (Strobel & Daisy, 2003). Por conta da sua diversidade
e complexidade estrutural, os produtos naturais sdo de grande importancia na
farmacologia e biotecnologia, podendo também ser utilizados como modelo para sintese
e semi-sintese de moléculas bioativas de amplo espectro e baixa toxicidade (Demain,
2006; Gullo et al., 2006).

Os micro-organismos endofiticos, em especial os fungos, constituem uma fonte
potencial de produtos naturais inédita e pouco explorada. Uma das propriedades mais
importantes destes micro-organismos estd associada a sua capacidade metabdlica de
produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas. Centenas de compostos

naturais produzidos por endofiticos, como alcaldides, terpendides, flavondides e
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esterdides, foram relatados (Guo et al., 2008; Verma et al., 2009). Recentes estudos tém
mostrado interesse em fungos endofiticos com capacidade de inibir ou matar uma ampla
variedade de agentes patogénicos, incluindo micro-organismos fitopatdgenos (Strobel,
2003; Strobel et al., 2004; Gunatilaka, 2006) como fungos, bactérias (Harrison et al.,
1991; Horn et al., 1995; Strobel et al., 1999; Brady & Clardy, 2000; Li et al., 2000; Lu
et al., 2000), protozoérios (Demain, 1999) e virus (Guo et al., 2000). Outros metabdlitos
sintetizados por estes micro-organismos demonstraram atividade antitumoral (Wagenaar
et al., 2000), hiperglicémica, imunossupressiva (Stierle et al., 1993; Zhang et al., 1999)
e antioxidante (Harper et al., 2003).

Alguns endofiticos produzem substancias quimicas de origem vegetal e esses
produtos seriam originalmente caracteristicos de seu hospedeiro (Tan & Zou, 2001).
Tais substancias poderiam estar relacionadas a uma recombinacdo genética do
endofitico com a planta hospedeira que ocorre durante a evolugdo dos mesmos.

O paclitaxol (Figura 02) é um diterpenodide que apresenta atividade citotdxica e é
utilizado na clinica como agente anticAncer. Esta substancia foi originalmente
encontrada em espécies vegetais do género Taxus. Taxomyces andreanea, fungo isolado
de Taxus brevifolia, assim como seu hospedeiro, é capaz de sintetizar o paclitaxol,
provavelmente, como forma de protecdo do vegetal contra fungos fitopatogénicos
(Stierle et al., 1993).

Figura 02. Paclitaxol, substancia anticancer isolada da conifera Taxus brevifolia e por seu hospedeiro
endofitico Taxonomyces andreanae (Strobel & Daisy, 2003).

Dessa forma, caso o endofitico tenha habilidade de sintetizar, assim como seu
hospedeiro, 0 mesmo metabdlito bioativo, haveria uma reducdo na coleta de plantas
raras, de crescimento reduzido e/ou ameacadas de extingdo, como também, preservaria a

biodiversidade. Além disso, é reconhecido que uma fonte microbiana de um produto
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valorizado pode ser mais facil e econdémico para produzir, reduzindo eficazmente seu

custo no mercado (Stierle et al., 1993).

2.4.2.1 Antibioticos produzidos por fungos endofiticos

Antibidticos produzidos por micro-organismos sdo definidos como produtos
naturais organicos de baixo peso molecular, ativos em baixas concentragdes contra
outros micro-organismos (Demain, 1999).

Estudos realizados com o extrato do fungo Cryptosporiopsis quercina isolado da
planta Tripterigeum wilfordii, planta medicinal pertencente a familia Celastracea nativa
da Eurasia, demonstraram atividade antifingica do extrato contra alguns pat6genos
humanos, tais como, Candida albicans e Trichophyton spp. Além de agir também
contra fungos fitopatdgenos como Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea (Strobel
et al., 1999). A partir do estudo quimico deste extrato, a substancia criptocandina foi

isolada (Figura 3).
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Figura 03. Criptocandina, substancia antiflngica isolada do extrato de Cryptosporiopsis quercina
(Strobel et al., 1999).

Outro composto, a criptocina (Figura 04), também obtido de C. quercina, é um
acido tetramico que apresenta uma potente atividade antifungica frente Pyricularia
oryzae, bem como, a uma série de outros fungos fitopatogénicos causadores de doencas

em plantas em todo o mundo (L. et al., 2000).



21

H

Figura 04. Criptocina, substancia antiflngica isolada de Cryptosporiopsis quercina (Li et al., 2000).

O écido coletétrico (Figura 05), um metabdlito do fungo endofitico
Colletotrichum gloeosporioides, isolado da Artemisia mongolica, planta nativa da
China, apresenta atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea e contra o fungo patogénico Helminthosporium sativum (Zou et
al., 2000). Lu e colaboradores (2000), identificaram ainda trés novos metabdlitos do
fungo endofitico Colletotrichum sp. isolado de Artemisia annua com propriedades

antimicrobianas.
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Figura 05. Acido coletétrico, substancia antimicrobiana isolada de Colletotrichum gloeosporioides (Zou
et al., 2000).

A griseofulvina (Figura 06), substancia antifingica utilizada no tratamento de
infeccBes causadas por dermatofitos de varias espécies como, Microsporum sp.,
Epidermophyton sp. e Trychophyton sp. € um metabdlito isolado de algums fungos
endofiticos, entre eles, o fungo Xylaria sp. isolado da planta Palicourea marcgravii
(Caféu et al., 2005). Atualmente a griseofulvina vem sendo comercializada em
medicamentos como o Fulcin® (Zeneca) e o Sporostatin® (Shering Plough) no combate

a micoses superficiais.
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Figura 06. Griseofulvina, substancia antifungica isolada de Xylaria sp. (Caféu et al., 2005).

Fungos endofiticos de Quercus variabilis, planta medicinal nativa da China
utilizada no tratamento de infec¢cbes na garganta mostraram-se ativos, inibindo o
crescimento de fungos (Aspergillus niger, Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis e Trichophyton rubrum) e bactérias (Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens) patogénicos ao homem. Dos isolados de Q.
variabilis, o fungo que se mostrou mais ativo foi Cladosporium sp. que produz uma

substéncia quimica identificada como brefeldin A (Figura 07) (Wang et al., 2006).
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Figura 07. Brefeldin A, substancia antimicrobiana isolada de Cladosporium sp. (Wang et al., 2006).

Em estudos realizados com endofiticos do caule da planta Cinnamomum
zeylanicum, o fungo Muscodor albus apresentou atividade antimicrobiana contra uma
variedade de micro-organismos por meio da producdo de uma mistura de metabdlitos
volateis (Strobel et al., 2001). A producdo de metabdlitos volateis por fungos
endofiticos confere a estes micro-organismos uma nova aplicacdo. Os metabdlitos
volateis foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. A classe de metabdlitos que apresentou maior inibicdo dos micro-organismos
alvo foram os ésteres, sendo o acetato de isoamila (Figura 08) o mais ativo (Strobel et
al., 2001).
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Figura 08. Estrutura do éster acetato de isoamila (Nascimento Jr. et al., 2008).

Worapong e colaboradores (2002), verificaram, com 0 mesmo objetivo anterior,
que o endofitico Gliocladium sp. produziu compostos volateis com atividade
antimicrobiana. Esta atividade bioldgica verificada foi inédita para este fungo.

Plantas toxicas da Amazénia como, Palicourea longiflora e Strychnos cogens,
também tiveram seus fungos endofiticos isolados, dos quais 19 apresentaram atividade
antimicrobiana (Souza et al., 2004).

Substancias anti-Helicobacter pylori foram extraidas de fungos endofiticos da
planta medicinal Cynodon dactylon (Li et al.,2005).

Resultados obtidos por Sette e colaboradores (2006) demonstraram que fungos
endofiticos dos géneros Aspergillus, Bionectria, Bipolaris, Cladosporium, Fusarium,
Glomerella, Guignardia, Phomopsis, Talaromyces e Trichoderma isolados das plantas
Coffea arabica e C. robusta mostraram-se ativos contra pelo menos uma das sete
bactérias testadas: Salmonella choleraesuis, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e mais
quatro cepas diferentes de E. coli.

O extrato do fungo endofitico Alternaria sp. isolado da planta Trixis vauthieri
apresentou inibicdo de 99% frente ao patdgeno causador da doenca de Chagas, o

Trypanosoma (Cota et al., 2006).

2.4.2.2 Inibicado de agentes virais por fungos endofiticos

Outra aplicacdo dos produtos naturais produzidos por fungos endofiticos é a
inibicdo de agentes virais. Dois novos inibidores de uma protease de citomegalovirus
foram isolados do fungo endofitico Cytonaema sp. isolado de plantas do género
Quercus sp. As estruturas do acido citdnico A e B (Figura 09) foram elucidadas por
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear - RMN (Guo et al., 2000).

O potencial para a descoberta de endofiticos com atividade antiviral ainda é
incipiente. De fato alguns metabdlitos encontrados sdo promissores, mas a principal
limitacdo para a descoberta de moléculas antivirais esta provavelmente relacionada a

auséncia de um sistema efetivo de triagem antiviral (Guo et al., 2000).
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Figura 09. Estrutura dos acidos citonico A (A) e B (B), inibidores de protease, obtidos do fungo
endofitico Cytonaema sp. (Guo et al., 2000).

2.4.2.3 Antitumorais produzidos por fungos endofiticos

Stierle e colaboradores (1993), citados anteriormente, mostraram que o fungo T.
andreanea encontrado na planta T. brevifolia produz um diterpeno conhecido como
taxol que também € produzido pelo vegetal. O taxol € um potente antitumoral utilizado
no combate ao cancer, principalmente, de mama e ovario.

O endofitico Pestalotiopsis microspora isolado da planta Taxus wallaquiana,
assim como seu hospedeiro, também produz taxol (Strobel et al., 1996). Outro
composto, a leucinostatina A € um antifungico e antitumoral produzido pelo fungo
endofitico Phoma cava isolado da planta Taxus baccata (Strobel et al., 1997).

O extrato do fungo endofitico Rhinocladiella sp., isolado da planta Tripterygium
wilfodii , exibiu potente atividade contra trés linhagens de células tumorais humanas:
A2780s (cancer de ovario), SW-620 (cancer de colon) e HCT-116 (cancer de cdlon)
(Wagenaar et al., 2000). A partir do extrato desse fungo endofitico, foram isoladas
quatro substancias, trés novas citochalasinas, e a citochalasina E (Figura 10). Ao serem
testadas contra as trés linhagens de células tumorais, a citochalasina E foi a que
apresentou a maior atividade citotdxica (15-100 vezes) em relacdo as demais (Wagenaar
et al., 2000).
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Figura 10. Citochalasina E, substancia anticancer produzida pelo endofitico Rhinocladiella sp., isolado
da planta T. wilfodii (Wagenaar et al., 2000).

Wiyakrutta e colaboradores (2004) realizaram um estudo com endofiticos de
varias plantas medicinais coletadas na Tailandia. Dos 582 isolados obtidos, 360 foram
testados contra duas linhagens de células tumorais humanas: KB (cancer de boca) e BC-
1 (cancer de mama). Dos 360 isolados, 60 (17%) e 48 (13%) apresentaram inibicdo das
celulas KB e BC-1.

Uma substancia citotoxica, contra células de tumor epidermdide de nasofaringe,
e antifungica, contra C. albicans, foi extraida do fungo Neoplaconema napellum,

endofitico de Hopea hainanensis, por Wang et al., (2006).

2.4.3 Outros compostos produzidos por fungos endofiticos

Os fungos endofiticos constituem uma fonte excepcionalmente rica de produtos
de interesse biotecnoldgico. Entre eles estdo enzimas como as amilases, proteases,
quitinases, queratinases, celulases, lipases e muitas outras que podem ser utilizadas para
diferentes finalidades industriais (Aradjo et al., 2010).

O endofitico Microdochium bolleyi produz uma substancia algicida. Outros
endofiticos, do género Geotrichum produzem nematicidas (Araujo et al., 2010).

Vérios aromas e sabores de valor industrial (alimentos e cosméticos) ja foram
descritos como sendo produzidos por endofiticos (Aradjo et al., 2010). O endofitico
Gliocladium roseum isolado da planta Eucryphia cordifolia, na Patagbnia, produz
compostos incluindo hidrocarbonetos e &cidos graxos que podem ser utilizados na

producdo de bicombustiveis (Strobel et al., 2008).
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2.4.4 Fungos endofiticos no controle de pragas e patdgenos

O controle biolégico de doencas e pragas de culturas, através de fungos
endofiticos, pode ser realizado de forma indireta ou direta. Quando o endofitico ndo
atua diretamente sobre o patdgeno, mas, induz uma resposta na planta que leva a uma
resisténcia sistémica nos referimos ao controle indireto (Aradjo et al., 2010).

A inducdo da resisténcia sistémica associa-se, provavelmente, a alteracdes
bioquimicas e estruturais no vegetal hospedeiro. Estas alteracdes podem afetar
adversamente no estabelecimento ao desenvolvimento do patégeno (Duijff et al., 1997,
M’piga et al., 1997; Sharma & Nowak, 1998).

Koga e colaboradores (1997) verificaram a reducdo no ataque de insetos, na
presenca de fungos endofiticos, devido a producdo de compostos que reduziam a
atratividade da planta.

Vérios fungos endofiticos produzem alcaldides, em associagdo com o
hospedeiro, que apresentam atividade inseticida e nematicida, protegendo-a destas
pragas (Dahlman et al., 1991), ou seja, atuam de forma direta.

O extrato do fungo endofitico Muscador vitigenus, isolado da planta Paullinia
paullinioides forneceu um novo diterpeno, o acido nodulisporico que apresentou potente
propriedade inseticida contra larvas de moscas (Daisy et al., 2002).

Fungos endofiticos obtidos de plantacdes comerciais da Guatemala foram
avaliados, observando-se que plantulas de banana que haviam sido inoculadas com
esses fungos tiveram uma reducdo direta em populacfes de nematodides (zum Felde,
2006). Em alguns casos o endofitico atua sobre outro fungo aumentando ou reduzindo a

capacidade de infeccdo deste sobre insetos (Araujo et al., 2010).
2.5 InfeccBes causadas por micro-organismos patogénicos

O sucesso dos primeiros antibioticos na cura de doencas até entdo consideradas
letais acarretou uma intensa busca por novas drogas. De fato, as décadas de 40, 50 e 60
do século passado foram marcadas pela imensa quantidade de antibioticos produzidos e
rapidamente incorporados as praticas clinicas (Butler & Buss, 2006). No entanto, nas
décadas posteriores houve um aumento significativo das infeccdes causadas por micro-
organismos. De acordo com Luzhetskyy e colaboradores (2007), as doencas infecciosas

estdo em segundo lugar como causa de morte em todo mundo. Infecgcdes bacterianas
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causam 17 milhdes de mortes globais, sendo as criangas e 0s idosos 0os mais atingidos
(Butler & Buss, 2006).

O aumento do numero de infeccBes bacterianas e flngicas se devem a varios
fatores como, por exemplo, a resisténcia dos micro-organismos as drogas, muitas vezes
devido ao uso extensivo ou inapropriado; méas condi¢des de higiene; fluxo continuo de
viajantes; aumento de pacientes imunocomprometidos com doencas como a AIDS,
doenca aguda do sistema respiratdrio e doencgas autoimunes; demora no diagnostico das
infeccbes (von Nussbaum et al., 2006); tratamentos prolongados como a hemodiéalise e
procedimentos invasivos (uso de cateteres) sdo fatores intrinsecos para o surgimento de
resisténcia dos micro-organismos (Butler & Buss, 2006).

Aproveitando este contexto, é possivel citar alguns micro-organismos
causadores de infeccdes em humanos. Neste trabalho serdo abordadas seis bactérias de
importéncia clinica, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, além de quatro leveduras
oportunistas de maior importancia médica Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e
Malassezia furfur.

Bacillus subtilis - sdo bacilos Gram-positivos de solo, ndo colonizador de
tecidos, naturalmente transformavel (capacidade de capturar DNA ex0geno),
formadores de esporos e ndo patogénicos, porém, considerados modelo de estudo de
bactérias Gram positivas (Paccez, 2007) como, por exemplo, o Bacillus cereus
considerado similar ao B. subtilis (Souza, et al., 2004) e produtor de duas toxinas:
emética e diarréica (Forsythe, 2002).

Escherichia coli - classificam-se como bastonetes Gram-negativos, anaerobios
facultativos, comumente denominados de entéricos, pertencentes a familia
Enterobacteriacea. O nome se refere o fato da bactéria ser encontrada no trato intestinal
de humanos e outros animais (Tortora et al., 2005). Todas as linhagens patogénicas
possuem fimbrias especializadas que permitem a ligacdo da bactéria as células do
epitélio intestinal. Trés sindromes clinicas resultam da infeccdo causada por E. coli
patogénica: infecces do trato urinario, septicemias seguidas de meningites e
gastrenterites (Trabulsi & Ordonez, 2004). Essa bactéria € o principal coliforme fecal
encontrado em 4aguas contaminadas, sendo responsavel por 75% dos casos de
pielonefrite (Santiago et al., 2005).

Klebsiella pneumoniae - é um bacilo Gram-negativo, anaerdbio facultativo,

pertencente a familia Enterobacteriacea, esta presente em individuos saudaveis,
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colonizando principalmente o trato intestinal e nasofaringe (Podschun & Ullmann,
1998). No entanto, pode atuar como patégeno de grande importancia nas infeccdes
hospitalares em todo o mundo (Sader et al., 2002). K. pneumoniae pode causar
infeccbes comunitérias, como pneumonia ou infeccdo do trato urinario (Podschun &
Ullmann, 1998).

Proteus mirabilis - classifica-se como um bastonete Gram-negativo, anaerébio
facultativo, pertencente a familia Enterobacteriacea. Esta presente na flora normal em
individuos saudaveis, porém, atua como patdgeno, principalmente, em infeccbes do
trato urinario (produtor de urease) (Laurengot & Walker, 2006).

Pseudomonas aeruginosa - é um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador e
taxonomicamente encontra-se na familia Pseudomonadaceae. E um dos micro-
organismos mais ubiquitarios, pois € encontrado no solo, agua, vegetais, animais e nos
mais diversos ambientes hospitalares (Franco & Landgraf, 2003). No Brasil, de acordo
com um estudo sobre resisténcia aos antimicrobianos, P.aeruginosa foi a causa mais
frequente de infecgbes do trato respiratorio, a segunda causa mais frequente de
infeccbes urinarias e infeccbes de feridas cirurgicas e o sexto agente associado a
infeccdes sistémicas (Sader et al., 2001).

Staphylococcus aureus - ocorrem em grupos que se assemelham a cachos de
uva. Sdo Gram-positivos, anaerobicos facultativos e crescem bem sob alta pressédo
osmotica e pouca umidade (Tortora et al., 2005). S8o responsaveis por doengas com
baixa morbidade e mortalidade, como por exemplo, foliculite e intoxicacdo alimentar,
mas também por doencas severas e fatais como a endocardite e a sindrome do choque
toxico (Kuehnert et al., 2006). O aumento da resisténcia deste micro-organismo as
drogas e o aparecimento de estafilococos meticilina-resistente, tem se tornado um grave
problema nos centros de salde. Apesar de ndo ser causa de doencas negligenciadas,
doencas causadas por S. aureus sdo graves e afetam toda populagdo mundial (Campos,
2009).

Candida spp. - as leveduras do género Candida séo aerGbicas ou anaerdbicas
facultativas, pertencentes a familia Saccharomycetaceae. Fazem parte da microbiota
normal (Lacaz, 1980), entretanto, em individuos imunologicamente comprometidos,
tornam-se patdgenos oportunistas. As candidoses ou candidiases sdo as infeccOes
ocasionadas por leveduras do género Candida. A maioria destas infec¢bes é causada
pela levedura C. albicans, no entanto, outras leveduras como C. krusei, C. glabrata, C.

parapsilosis e C. tropicalis podem causar infecgOes (Weinberger et al., 2005). C. krusei
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e C. glabrata estdo cada vez mais resistentes aos antifungicos disponiveis no mercado
(Bard et al., 2005).

Malassezia furfur - € um micro-organismo leveduriforme, lipofilico, aerébico
ou anaerobico facultativo, pertencente a familia Cryptococcaceae. Esta presente na
microbiota da pele, no entanto, podem passar para 0 estagio parasitario em individuos
que sofrem desequilibrio organico provocados por doencas agravadas, fatores carenciais
(Oliveira, 1999), gravidez e taxas elevadas de cortisol plasméatico (Schlottfeldt et al.,
2002). Entre as patologias que estdo associadas a infecgdes por M. furfur, podemos citar
a pitiriase versicolor, dermatite seborréica, foliculite pitirospdrica e infeccGes sistémicas
(Schlottfeldt et al., 2002).

2.6 Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa € uma frutifera pertencente a familia Apocynaceae e a
ordem Gentianales (Cronquist, 1988) (Figura 11). E nativa do Brasil e vegeta
espontaneamente nas Regides Centro-Oeste, Norte, Nordeste e Sudeste, porém, ocorre
com maior abundéncia nas areas de tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas do
Nordeste (Aguiar-Filho et al., 1998). No entanto, apesar de sua ampla distribuicdo, vem
ocorrendo uma séria reducdo de sua vegetacdo nativa, principalmente nos tabuleiros
costeiros e baixadas litoraneas nordestinas, devido a implantacdo de monoculturas como
coqueirais e canaviais, pastagens e especulacdo imobiliaria desordenada (Lederman &
Bezerra, 2003).

C] Reino Plantae

C] Superdivisdio Spermatophyta
C] Divisdo Magnoliophyta

C] Classe Magnoliopsida
C] Subclasse Asteridae
C] Ordem Gentianales
C] Familia Apocynaceae
C] Género Hancornia

D Espécie Hancornia speciosa

Figura 11 — Hierarquia taxon6mica de Hancornia speciosa Gomes - Adaptado de
Cronquist (1988).
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H. speciosa (Figura 12) é popularmente conhecida como mangaba ou
mangabeira, palavra de origem indigena (ma’gawa), que significa “coisa boa de comer”
(Ferreira, 1973). Também foi mencionada como mongaba, que significa grude ou visgo,
em alusdo ao latex da planta (Braga, 1960). Os indios tupis a chamavam de tembil-catu
e 0s guaranis do Paraguai, de manga-icé (Monachino, 1945). Segundo esse mesmo
autor, algumas variantes do nome mangaba sdo usadas no Brasil, como mangaiba,
mangareiba, mangava, mangaluva e manguba. Outros sinbnimos popularmente
empregados, como catu e fruta-de-doente (em Sergipe), tembil e tembiucatinga foram
citados no Inventério de Plantas Medicinais do Estado da Bahia (Bahia, 1979).

Figura 12 — Hancornia speciosa Gomes (Chagas, 2012)

No género Hancornia, a espécie mais importante é a H. speciosa, descrita por
Gomes em 1812 (Lederman et al., 2000), existindo ainda, duas outras espécies: H.
pubescens A. DC e H. laxa A. DC. No caso da H. speciosa, sdo descritas seis
variedades: H. speciosa variedade speciosa, H. speciosa variedade maximilliani A. DC.,
H. speciosa variedade lundii A. DC., H. speciosa variedade cuyabensis Malme, H.
speciosa variedade gardneri A. DC. Muell. Arg. e a H. speciosa variedade pubescens
(Nees. et Martius) Muell. Arg. (Monachino, 1945; Manica, 2002).

2.6.1 Descricdo botéanica

Exemplares de H. speciosa, em geral, podem atingir de 2 a 10 metros de
comprimento, possuem porte harmonioso com galhos separados e bem formados, aléem

de uma copa ampla, as vezes mais larga que alta, com galhos pendentes, abundantes e
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folhagens reduzidas. Possuem caules do tipo tronco, geralmente tortuosos, cortex
levemente suberoso e enrugado. As folhas sdo opostas, simples, uniformemente
espacadas e coriaceas, lamina oblonga, eliptico-lanceoladas ou oblongo-lanceoladas nas
duas extremidades, as vezes obtuso-subacuminadas no apice, possuindo de 3,5 a 10,0
centimetros de comprimento e de 1,5 a 5,0 centimetros de largura, sempre glabras nas
duas paginas, olivaceo-enegrescentes na face ventral, mais descoradas na dorsal; peciolo
de 9,0 a 12,0 milimetros, axilar, fino, glabro e biglanduloso (Villachica et al., 1996;
Lederman et al., 2000).

A flor da H. speciosa é hermafrodita gémea ou trigémea no apice dos ramulos,
branca, campanulada e aromatica. Possuem o androceu dotado de cinco estames
epipétalos, anteras lanceoladas de filetes curtos e deiscéncia rimosa. O gineceu é
composto por um ovario pequeno, unicarpelar, dotado de muitos ovulos, estilete longo
com estigma em carretel (Aguiar-Filho et al.,1998).

Conforme citacGes de Manica (2002), o fruto (Figura 13) é classificado como do
tipo baga, possui a forma elipsoide ou arredondada, atingindo até 6,5 centimetros de
comprimento, mas com diferentes tamanhos na mesma planta; apresenta a casca ou
exocarpo, exibindo uma coloracdo, que varia de verde-clara a amarelada, com estrias
amareladas ou avermelhadas, produzindo um suco viscoso na casca; a polpa é de cor
branca e geralmente de gosto acidulada a doce, suave, carnosa e viscosa, de aroma
perfumado e muito saborosa. No seu interior possui varias sementes, tendo sido
encontradas na quantidade de 2, 19, até 38 sementes em cada fruto, sendo elas de
coloracdo castanho-claro, delgadas, rugosas, com um hilo no centro, de forma discoide

ou circular, achatadas ou comprimidas, com 7 a 8 milimetros de diametro.

Figura 13 - Fruto de H. speciosa (Chagas, 2012)
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As espécies da familia Apocynaceae encontram-se bem representadas na
vegetacdo brasileira, sendo encontradas cerca de 850 espécies subordinadas a 90
géneros representadas por arbustos, subarbustos, arvores ou lianas, geralmente
latescentes. Os géneros mais conhecidos sdo: Allamanda, Aspidosperma, Plumeria,
Rauwolfia, Tabernaemontana e Hancornia (Souza & Lorenzi, 2008). Apresentam
habitos bem variados, algumas espécies apresentam latex branco e frutos comestiveis.

As plantas desta familia apresentam um grande potencial econémico, por
exemplo, espécies do género Aspidosperma sao muito utilizadas na industria de mdveis,
construgdo civil e naval (Souza & Lorenzi, 2008; Ribas, 2005). Outras apresentam
potencial paisagistico, por conta da beleza de suas flores ou formatos de caules e copas,
com destaque para a alamanda (Allamanda cathartica), a espirradeira (Nerium
oleander), o chapéu-de-napoledo (Thevetia peruviensis), o jasmin-manga (Plumeria
rubra) e a vinca (Cataranthus roseus) (Hopkins, et al.,1999; Souza & Lorenzi, 2008). O
latex de Couma utilis foi utilizado para a producdo de goma de mascar (Falcéo et al.,
2003).

Estudos realizados com algumas espécies de Apocynaceae revelaram a presenca
de diversos compostos de grande interesse farmacoldgico e terapéutico com acao
biologica diversa como, antibacteriana, anticancerigena, leishmanicida e inibidores da
transcriptase reversa (anti - HIV). Estas atividades estdo associadas, principalmente, aos
alcaloides esteroidais e inddlicos provenientes do metabolismo secundario dos vegetais
desta familia. Entre as espécies de Apocynaceae mais conhecidas e estudadas que
produzem os compostos citados anteriormente podemos destacar: Catharantus roseus,
Tabernaemontana divaricata e Rauwolfia serpentina (Barros, 2008).

Foram extraidas das folhas e talos de C. roseus a vincristina e a vimblastina
conhecidas como “alcaldides da vinca” utilizados contra o cancer de mama e leucemias
(Luz & Ferrada, 2002). Extratos de espécies do género Tabernaemontana apresentaram
atividade anticancerigena em funcéo dos alcaldides voacangina e coronaridina presentes
em vegetais deste género (Pereira et al., 2004). A ajmalicina, a ajmalina e a reserpina
sdo alcaldides isolados de vegetais do género Rauwolfia que possuem propriedades

hipotensora, vasodilatadora e antiarritmica (Simdes, 2001).
2.6.2 Aspectos gerais

Nas regiGes onde ocorrem H. speciosa, muitas familias ganham seu sustento,

informalmente, com a coleta e comercializagdo de seus frutos. Alguns cultivos
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comerciais estdo comegando a ser estabelecidos e o potencial econdmico da espécie tem
sido percebido, despertando o interesse de alguns setores representados, em especial,
por alguns 6rgdos como, por exemplo, a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) (Epistein, 2004).

O fruto (mangaba) de H. speciosa é frequentemente utilizado na producdo de
sucos, batidas, coquetéis, doces em geral, na forma de polpa congelada, doce em calda,
compota, geléia, refrescos, sorvete, mistura de sorvetes e xarope, quando fermentado,
produz vinho, vinagre, alcool e licor (Manica, 2002)

Na medicina popular o suco leitoso e o latex desta espécie sdo usados no
tratamento de tuberculose e Ulceras (Nogueira et al., 2004). A folha é utilizada para
tratar dismenorréia, diabetes, obesidade e verrugas; as cascas tem acdo adstringente e
sdo utilizadas em afeccgdes dos pulmdes e figado, caimbras e luxacbes (Almeida, et al.,
1998; Silva-Junior, 2005).

Alem do aproveitamento do fruto e do uso medicinal, o latex de H. speciosa é
aproveitado para producédo de borracha, embora de qualidade inferior se comparada a da
seringueira. Sua madeira, vermelha e rigida no caule da planta é aplicada na construgédo

civil e carpintaria (Manica, 2002).
2.6.3 Compostos isolados e atividades bioldgicas

Segundo a avaliacdo da composicdo quimica de H. speciosa por Sampaio e
Nogueira (2006) foi evidenciada a presenca de varios compostos volateis nos frutos em
diferentes estagios de maturagdo como, por exemplo, monoterpenos (linalol, a-terpineol
e geraniol), alcodis, aldeidos, cetonas e ésteres. Estudos quimicos realizados com
extratos polares de folhas demonstraram a presenca de inositol L-(+)-bornesitol e do
flavondide rutina (Endringer et al.,, 2007; Ferreira et al., 2007). Catequinas
monoméricas e oligoméricas (taninos condensados e proantocianidinas) foram
detectadas no infuso de cascas (Rodrigues et al., 2006). A andlise quimica do latex
evidenciou a caracterizagdo de mistura dos triterpenos a-amirina, B-amirina e lupeol
(Nogueira et al., 2004).

Os extratos da casca do caule e das folhas de H. speciosa mostraram-se ativos
em ensaios antibacterianos a doze espécies patogénicas como, S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli, entre outras (Thomazi, 2010). Moraes e colaboradores (2008) obtiveram

resultados positivos utilizando o extrato etandlico da casca contra Helicobacter pylori.
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Andrades-Miranda et al., (2002) utilizaram com sucesso 0 extrato etandlico da
casca no tratamento de Ulceras gastricas em camundongos. Em um trabalho semelhante
Moraes et al., (2008) utilizando 0 mesmo extrato analisou o efeito gastroprotetor
evidenciado por alteragdes do suco gastrico (aumento do pH), estimulo da liberacao de
muco e cicatrizacdo das Ulceras.

O extrato etandlico das folhas também apresentou atividade anti-hipertensiva em
ensaio de inibig&o in vitro da enzima conversora da angiotensina (ECA) (Serra et al.,
2005). Ferreira e colaboradores (2007) constataram a capacidade vasodilatadora do
mesmo extrato em anéis de artérias de rato. O extrato bruto da folhas foi ativo na
quimioprevengdo e no ensaio de inibicdo da enzima cicloxigenase-2, que avalia a
atividade antiinflamatoria (Endringer et al., 2006). A administracdo do latex de H.
speciosa em camundongos levou a reducdo significativa do peso médio corporal quando

comparado ao controle (Vratimos et al., 2006).
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3.0BJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Contribuir no conhecimento da micobiota endofitica associada a casca do caule

de H. speciosa e avaliar o potencial antimicrobiano destes micro-organismos.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar os fungos endofiticos da casca do caule de H. speciosa nos periodos seco

e chuvoso;
e Purificar os fungos isolados;
e Identificar as espécies de fungos isolados;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos metanolicos produzidos por

fungos endofiticos de H. speciosa;

e Comparar a atividade antimicrobiana dos fungos endofiticos da casca do caule

de H. speciosa nos diferentes periodos do ano.
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5.1 Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados da casca do caule de

Hancornia speciosa Gomes
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Resumo: Este estudo consiste na investigagdo e potencial antimicrobiano de fungos
endofiticos associados a casca do caule de Hancornia speciosa Gomes. Foram isolados
14 espécies de endofiticos em diferentes periodos do ano. Apos triagem através do
método de difusdo em meio sélido com bloco de agar foram selecionados os dez
isolados endofiticos mais ativos para obtencéo de extratos metandlicos brutos. Todos 0s
extratos apresentaram atividade antimicrobiana frente a, no minimo, um micro-
organismo teste. A melhor concentracdo minima inibitéria (CMI) deste estudo foi de 39
pg/mL™ obtida com o extrato metanélico do fungo Aspergillus niger (FHS058) contra
Staphylococcus aureus. O valor da menor concentracdo minima bactericida (CMB) foi
de 312 ug/mL™ obtida a partir do extrato metanélico do isolado A. niger (FHS061)
contra S. aureus. O extrato de Fusarium solani (FHS106) contra Klebsiella pneumoniae
apresentou CMI de 78 pg/mL™ e CMB 625 pg/mL™. A melhor atividade contra
Candida albicans foi observada com o extrato metanolico de F. solani (FHS105) com
CMI de 312 ug/mL™ e concentracdo minima fungicida (CMF) de 1250 pg/mL™. Os
resultados indicam que a casca do caule de H. speciosa abriga uma diversidade de
espécies de fungos endofiticos, muitos dos quais sdo notaveis alvos de interesse
biotecnologico na busca por novas moléculas bioativas importantes na luta contra

agentes infecciosos ao homem.

Palavras-chave: Aspergillus niger; Casca do caule; Extrato metandlico; Fusarium

solani
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Introducéo

O desenvolvimento de resisténcia as drogas por bactérias e fungos patogénicos ao
homem contribuem para o ressurgimento de varias infeccdes ainda mais graves quando
em propor¢do mundial. Além disso, o envelhecimento populacional em paises
emergentes como o Brasil, o crescente nimero de pacientes imuno-comprometidos e o
fluxo continuo de viajantes agravam muito esta situacdo tornando necessaria uma busca
intensiva por novos e efetivos agentes antimicrobianos.

As plantas podem servir como reservatorio de inimeros micro-organismos
conhecidos como endofiticos que colonizam os espacos inter e intracelulares do tecido
vegetal sem causar danos aparentes (Azevedo e Aradjo 2007). Ademais, representam
uma importante fonte genética para a biotecnologia, tendo estimulado o interesse da
comunidade cientifica devido a producdo de metabdlitos secundarios com aplicacoes,
principalmente, na medicina moderna, agricultura e industria (Yu et al. 2010). Entre os
micro-organismos endofiticos, os fungos mantém uma intima relagdo com os vegetais
hospedeiros e podem produzir compostos que favorecem o crescimento vegetativo, a
competitividade do hospedeiro e protecdo contra herbivoros e patogenos (Porras-Alfaro
e Bayman, 2011). Por isso, os fungos endofiticos tém se destacado como um excelente
alvo de compostos com atividade antimicrobiana (Radié e Strukelj, 2012).

A busca por novas especies de fungos endofiticos com potencial antimicrobiano
tem sido, principalmente, as plantas utilizadas na medicina tradicional. Hancornia
speciosa Gomes (Apocynaceae), conhecida popularmente como mangabeira, € nativa do
Brasil e normalmente encontrada na Floresta Tropical Amaz6nica, Cerrado e Caatinga
(Silva et al. 2011). Atividades bioldgicas sdo frequentemente observadas para H.
speciosa com destaque para 0 uso das cascas do caule como antimicrobiano (Costa et al.
2008), das folhas como anti-hipertensivo (Serra et al. 2005; Ferreira et al. 2007),
antiulceroso, anti-Helicobacter pylori (Moraes et al. 2008), bem como, do latex como
anti-inflamatorio (Marinho et al. 2011). Entretanto, poucos estudos sobre a biota
endofitica de H. speciosa foram publicados até o momento. Este estudo € a primeira
investigacdo na busca por fungos endofiticos da casca do caule de H. speciosa, cujo
tecido vegetal € utilizado na medicina popular como antimicrobiano.

Neste contexto, o carater antimicrobiano das cascas do caule de H. speciosa
fundamenta a investigacdo do potencial antimicrobiano dos fungos endofiticos deste

tecido vegetal contra bactérias e fungos patogénicos ao homem.
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Materiais e métodos

Area de coleta e amostragem

A coleta do material boténico foi realizada nos periodos chuvoso (julho) de 2010
e seco (janeiro) de 2011, na regido litoranea do Estado de Pernambuco, Nordeste do
Brasil (08°24.334 S, 34°94.384 W). A cada periodo do ano trés amostras de cascas do
caule foram coletadas de cinco individuos de H. speciosa, em pontos diferentes e
equidistantes e processadas no mesmo dia da coleta.

Isolamento dos fungos endofiticos

As fracOes de cascas coletadas foram lavadas com detergente neutro e agua
destilada estéril e ap0s secagem natural, foram retirados 6 fragmentos que foram
desinfectados, a fim de eliminar os micro-organismos epifiticos presentes na superficie
das amostras segundo Araujo et al. (2010). Apos a desinfestacdo, os fragmentos foram
transferidos assepticamente para placas de Petri contendo o meio de cultura batata-
dextrose-4gar (BDA) suplementado com o antibiético cloranfenicol (50 mg / L™),
visando suprimir o crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente durante 30 dias. As colonias fungicas foram isoladas, purificadas e
preservadas em meio BDA. Em seguida foi calculada a frequéncia relativa de

colonizacdo (Araujo et al. 2010).

Identificacdo dos fungos endofiticos

A identificacdo foi realizada através da observacdo das caracteristicas macro e
microscopicas das colénias nos meios de cultura BDA, agar - Sabouraud (SAB),
Czapek - agar (CZ) e extrato de malte - agar (MEA) utilizando metodologia e literatura
especifica (Mason e Ellis 1953; Morton e Smith 1963; Booth 1971; Ellis 1971 e 1976;
Sutton 1980; Barnett e Hunter 1988; Hanlin 2000; Samson e Frisvad 2004; Kirk et al.
2008).
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Screening de atividade antimicrobiana

Todos os fungos endofiticos isolados foram submetidos ao ensaio antimicrobiano
em meio sélido baseado na metodologia descrita por Zhou (2006) a qual permite uma
selegdo répida e qualitativa de micro-organismos bioativos. Os micro-organismos teste
foram obtidos na Colecdo de Culturas da Micoteca - URM do Departamento de
Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil e na Cole¢do de Culturas -
UFPEDA do Departamento de Antibidticos da mesma universidade. Os in6culos dos
fungos Candida albicans URM - 5825, Candida krusei UFPEDA - 1002, Candida
tropicalis URM - 5871 e Malassezia furfur URM - 4220 foram padronizados por meio
da escala Mc Farland n° 1 em densidade 6ptica, que corresponde a 3 x 10® UFC/mL e
para as bactérias Staphylococcus aureus UFPEDA - 02, Bacillus subtilis UFPEDA - 86,
Escherichia coli UFPEDA - 224, Klebsiella pneumoniae UFPEDA - 396,
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA - 416 e Proteus mirabilis - UFPEDA - 767,
densidade dptica 0,5 que corresponde de 1 a 2 x 108 UFC/mL.

Todos os fungos isolados foram cultivados em forma de tapete em placa de Petri
contendo o meio SAB a 28 + 2 ° C por sete dias. Apés este periodo, com o auxilio de
um vazador estéril foram obtidos blocos de 5 mm de didmetro de cada isolado que
foram transferidos para placas de Petri com os meios Muller-Hinton-Agar (MHA), SAB
e SAB suplementado com 0,5% de azeite de oliva extra virgem, previamente semeados,
com as suspensdes devidamente padronizadas de bactérias, fungos e com o fungo M.
furfur, respectivamente. As placas de Petri foram incubadas a 37 ° C por 24 horas para o
teste com bactérias e a 30 ° C por 48 horas para o teste com fungos. Os diametros dos
halos de inibicdo foram medidos em milimetros ap0s o periodo de incubagdo. Todos 0s

testes foram realizados em triplicata.
Cultivo em meio semi-s6lido para obtencdo dos extratos metandlicos brutos

Inicialmente os isolados selecionados foram cultivados em placa de Petri
contendo 0 meio SAB a temperatura ambiente por sete dias. Com o auxilio de um
vazador esteéril foram obtidos de cada coldnia cinco indculos de 5 mm de diametro. O
preparo do meio semi-sélido foi realizado em frascos de Erlenmeyers (1000 mL)
contendo 100 g de arroz parboilizado tipo 1 (Camil, Brasil) e 100 mL de &gua destilada

esterilizada. Apds 24 h o meio foi autoclavado e os indculos foram transferidos para o
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meio semi-sélido e cultivados a 35 = 2 ° C de modo estatico por 30 dias (Aly et al.
2008). Utilizando as mesmas condicgdes de cultivo descritas anteriormente os isolados
também foram cultivados no meio semi-solido de grdos de milho (Yoki, Brasil). Meios
semi-solidos de milho e arroz sem inoculos também foram incubados pelo mesmo
periodo e utilizados como controle.

Terminado o periodo de incubacdo foi adicionado 300 mL de metanol (MeOH)
em cada frasco Erlenmeyer e, ap0s 24 horas, submetido a maceracédo e filtracdo por
gravidade. O liquido organico resultante da filtracdo foi rota-evaporado, em temperatura
inferior a 50 ° C, para concentracdo dos metabdlitos (Caféu et al. 2005). Apds seco e
pesado o precipitado foi ressuspendido em dimetilsulféxido (DMSO) a uma
concentragdo de 100 mg/mL.

Determinagéo da concentragdo minima inibitoria (CMI)

A determinagdo da concentragdo minima inibitdria dos extratos foi realizada
segundo a metodologia da diluicdo em caldo (microtécnica) proposta pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standard - NCCLS (2002) e NCCLS (2003) com
modificacdes. Apds a micropipetagem as placas multipogos foram fechadas e incubadas
a 37 °C por 24 h (bactérias) e 48 h (leveduras). Terminado o periodo de cultivo, foram
adicionados 15 pL de resazurina 0,01% em cada poco, apos 4 h de reincubagio, a leitura
foi realizada. A menor concentragdo do extrato que inibiu o crescimento visivel foi

registrada como a CMI.

Determinacgéo das concentracdes minima bactericida (CMB) e minima fungicida (CMF)

A determinacdo das concentragdes minima bactericida (CMB) e minima fungicida
(CMF) foram realizadas concomitantemente com a concentracdo minima inibitdria
(CMI) conforme metodologia descrita por Escalona-Arranz (2010) com modificagdes.
Uma aliquota de 100 pL foi retirada de cada concentragdo a partir da CMI ja
estabelecida e inoculada em placas de Petri contendo os meios s6lidos MHA para
bactérias e SAB para leveduras. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 e
48h para bactérias e leveduras, respectivamente. A CMB/CMF foi considerada a menor
concentracdo do extrato onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie dos

meios, ou seja, com 99,9 % de morte microbiana.
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Resultados
Fungos endofiticos isolados da casca do caule de H. speciosa

Ao final das coletas, dos 180 fragmentos analisados (90 em cada periodo do ano)
foram obtidos 116 isolados de fungos endofiticos, o que corresponde a 64,4 % da
frequéncia total de colonizacdo. No que se refere ao periodo do ano foram obtidos 40
isolados no periodo seco e 76 no chuvoso. No periodo seco a frequéncia de colonizacéo
foi de 44,4 %, enquanto no periodo chuvoso esta taxa foi de 84,4 %.

Os fungos endofiticos isolados foram agrupados em 14 espécies sendo Phoma
cava a espécie mais frequente (13,8 %), seguida de Colletotrichum gloeosporioides
(12,1 %), Lasiodiplodia theobromae (11,2%), Trichoderma harzianum (9,5 %),
Phomopsis archeri (8,7%), Aspergillus niger (6,9 %), Penicillium fellutanum (6,9 %),
Nigrospora sphaerica (6 %) e Fusarium solani (5,2 %). A ocorréncia de espécies
ocasionais também foi observada neste estudo, sendo representadas por: Aspergillus
flavus, Fusarium lateritium, Tritirachium oryzae, Cladosporium cladosporioides e
Marianea elegans. Os isolados que ndo desenvolveram estruturas reprodutivas,

necessarias a classificacdo, foram agrupados como Mycelia sterilia (Tabela 1).

Screening de atividade antimicrobiana

No total, dos 116 fungos endofiticos isolados 33,6 % (39) apresentaram atividade
antimicrobiana com halos de inibicdo variando de 11 a 39 mm de diametro para
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras patogénicas, observando-se entdo
um amplo espectro de acdo dos isolados (Tabela 2). Neste estudo consideramos halos
menores que 10 mm como pouco ativos, entre 10 e 20 mm moderadamente ativos e

maiores que 20 mm como ativos (Wang et al. 2007).

CMI e CMB/CMF dos extratos metandlicos brutos obtidos a partir da fermentacdo dos

fungos endofiticos nos meios semi-sélidos de milho e arroz

Os dez fungos endofiticos A. flavus (FHS012), A. flavus (FHS018), A. niger
(FHS058), A. niger (FHS059), A. niger (FHS061), F. solani (FHS105), F. solani
(FHS106), L. theobromae (FHSO070), L. theobromae (FHS074) e P. fellutanum

(FHS089) que apresentaram halos de inibigdo com média > 20 mm de didmetro frente
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ao maior nimero de micro-organismos patogénicos testados foram selecionados para o
ensaio fermentativo em meio semi-sélido. Foram utilizados os meios semi-solidos de
milho e arroz para obtencdo do extrato bruto metandlico e, posteriormente,
determinagéo da CMI e CMB/CMF.

A andlise da microdiluicdo dos extratos brutos metandlicos dos fungos
endofiticos, obtidos através da fermentacdo em meios semi-solidos, apresentaram
atividade bacteriostatica/fungistatica e acdo bactericida e fungicida contra 0os micro-
organismos patogénicos testados. As CMIs variaram entre 19 e 2.500 pg/mL™ e as
CMBs / CMFs entre 312 e >5000 pg/mL™ (Tabela 3). Os extratos brutos metandlicos de
A. niger (FHS058), A. niger (FHS061) apresentaram CMI de 39 pg/mL™ e CMB de 312
ng/mL™ contra S. aureus, enquanto o extrato de F. solani (FHS106) apresentou CMI de
78 pg/mL™ e CMB 625 ug/mL™ para K. pneumoniae. As bactérias S. aureus e K.
pneumoniae sdo patogenos frequentemente isolados em pacientes acometidos por
infeccbes hospitalares. No presente estudo, o extrato do fungo A. niger (FHS061)
também apresentou a menor CMI para P. mirabilis (19 pg/mL™), a qual é uma bactéria
Gram - negativa associada a infeccdes urinarias e calculos renais. A melhor atividade
contra C. albicans foi observada com o extrato metandlico do endofitico F. solani
(FHS105) que apresentou CMI de 312 ug/mL™ e CMF de 1250 pg/mL™.

Na determinagcdo da CMI, os controles utilizados foram validos, uma vez que se
detectou crescimento microbiano nos pocos selecionados para controle positivo (C+);
auséncia de crescimento microbiano nos pogos que ndo receberam indculo, indicando a
esterilidade do DMSO e do meio de cultura, controle negativo (C-). Além disso, o
DMSO néo inibiu o crescimento microbiano nos pocos sem o extrato, caracterizando a
eficacia do controle do solvente (Cs). Os extratos controle obtidos somente a partir dos

meios de milho e arroz ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

Discussao

As espécies P. cava, C. gloeosporioides e L. theobromae apresentaram maior
frequéncia de colonizacdo e como relatados por Xing et al. (2010) e Siqueira et al.
(2011) apenas algumas espécies sdo encontradas com maior frequéncia em relacdo as
demais. As espécies que ocorrem em maior frequéncia, provavelmente, sdo aquelas que
apresentam maior afinidade com a planta hospedeira a partir da incorporacdo de
informacdes genéticas do vegetal o que Ihes permite melhorar a adaptagéo e realizar

fungdes tais como protecdo contra patdgenos (Tan e Zou 2001; Strobel 2003). Além
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disso, os géneros Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phomopsis e
Trichoderma que foram isolados neste trabalho sdo frequentemente relatados como
endofiticos de plantas tropicais e subtropicais (Banerjee, 2011). Os resultados
mostraram que as menores taxas de colonizagdo foram observadas para as espécies C.
cladosporioides, M. elegans e T. oryzae. Em geral estas espécies podem ser
classificadas como ocasionais, Vvisto que, estdo representadas por poucos isolados entre
centenas e que investigacdes de isolados endofiticos invariavelmente geram longas
listas de espécies ocasionais (Verma et al. 2007; Siqueira et al. 2011; Sun et al. 2012).
Adicionalmente, também foram isolados endofiticos que ndo desenvolveram estruturas
reprodutivas necessarias a identificacdo ap6s determinado periodo de cultivo. Estes
isolados séo classificados como Mycelia sterilia e sua ocorréncia € muito comum em
estudos com endofiticos (Su et al. 2010; Siqueira et al. 2011; Gond et al. 2012).
Observamos que a frequéncia de endofiticos isolados no periodo chuvoso foi maior do
que no periodo seco, porém, estudos sobre a influéncia da sazonalidade e idade dos
tecidos vegetais em relacdo a comunidade endofitica de coniferas, foram realizados por
Guo et al. (2008) os quais observaram que o0s fungos endofiticos sdo bastante afetados
pela sazonalidade, mas, esta ndo influencia visivelmente na diversidade da comunidade.
A frequéncia de colonizacdo pode ser amplamente varidvel em decorréncia de inUmeros
fatores, entre eles, as condi¢es climaticas do local de coleta (Taylor et al. 1999).
Arnold et al. (2003) sugerem que a frequéncia de colonizacdo pode ser influenciada por
diversos fatores como névoas, chuvas e orvalho, pois, podem servir de veiculo para os
esporos de fungos, que penetram nos tecidos vegetais e colonizam a planta como
endofiticos. Naik et al. (2008) obteve em seus estudos uma frequéncia de isolados
endofiticos maior no inverno em relacdo ao periodo das mongdes e verao.

Sobre o potencial antimicrobiano, uma das propriedades mais importantes dos
micro-organismos endofiticos, em especial os fungos, esta associada ao seu potencial
metabolico em produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas muitas vezes
protegendo a planta de agentes patogénicos (Tan e Zou 2001; Strobel 2003). Muitas
dessas moléculas bioativas isoladas a partir de endofiticos pertencem a varias classes
estruturais como alcaloides, peptideos, esteroides, terpendides, fendis, quinonas e
flavondides que froam relatadas em diversos estudos (Yu et al. 2010). Compostos
naturais sintetizados por fungos endofiticos tém sido observados inibindo uma ampla
variedade de micro-organismos patogénicos que afetam homens e animais (Gunatilaka

2006; Wiyakrutta et al. 2004). Neste trabalho, a porcentagem de fungos endofiticos
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ativos da casca de H. speciosa é compativel e até mesmo superior a alguns resultados
encontrados por outros autores em ensaios semelhantes. Estudos com fungos endofiticos
dos mesmos géneros e espécies dos isolados em nosso trabalho revelaram a enorme
capacidade de producdo de compostos biativos com potencial antimicrobiano, em
alguns os compostos foram isolados e identificados. Hoffman et al. (2008) isolaram o0s
compostos phomodine, &cido Usnico e cercosporamida de Phoma sp. ativos frente a E.
coli e S. aureus. Extratos dos fungos endofiticos Lasiodiplodia sp. Fusarium sp. e F.
solani foram ativos contra E. coli (Chen et al. 2010). Ramasamy et al. (2010) utilizaram
com sucesso 0 extrato bruto de acetato de etila de Aspergillus sp. contra B. subtilis, E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus e Micrococcus luteus. Arivudainambi et al. (2011)
revelaram o potencial antimicrobiano dos extratos organicos brutos de Colletotrichum
gloesporioides contra bactérias patogénicas ao homem. Nesta mesma linha, ainda
podemos destacar outros estudos com endofiticos de géneros semelhantes aos dos
nossos isolados com potencial antimicrobiano (Xing et al. 2011; Buatong et al. 2011;
Siqueira et al. 2011). Os isolados que ndo apresentaram estruturas reprodutivas para
identificacdo foram designados como M. sterilia também foram ativos contra alguns dos
micro-organismos testados sugerindo que o potencial antimicrobiano pode ser
independente dos processos reprodutivos de cada isolado. Fungos endofiticos
classificados como M. sterilia isolados da planta medicinal Camptotheca acuminate,
apresentaram atividade contra as bactérias S. aureus, B. subtilis, E. coli e contra o fungo
C. albicans (Lin et al. 2007).

A relacdo entre o meio de cultivo utilizado na fermentacédo e a determinacdo das
CMls e CMBs / CMFs mostrou boa atividade antimicrobiana nos extratos dos fungos
fermentados no meio semi-solido de arroz. Este resultado esta em concordancia ao
afirmado por Demain (2006) e Frisvald et al. (2008), que sugerem que a producdo de
metabolitos bioativos depende muito do meio de cultura onde o fungo é cultivado.
Verificou-se que ao preparar o meio de cultura semi-solido de arroz formavam-se
intersticios entre os grdos, no qual garantia um aumento notavel da superficie do meio,
0 que permitia ao fungo penetrar totalmente na massa do substrato. O meio de arroz
oferece maior area de desenvolvimento do fungo, porém, somente um trabalho quimico,
deve esclarecer a importancia do meio semi-sélido de arroz no cultivo de endofiticos
produtores de compostos com atividade antimicrobiana.

Tratando-se dos valores das CMIs e CMBs / CMFs, resultados semelhantes aos

nossos foram reportados por Sette et al. (2006) que obtiveram CMlIs entre 25 e 1000
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ng/mL™ para Salmonella choleraesuis, S. aureus, P. aeruginosa e E. coli utilizando
extratos de fungos endofiticos de plantas do género Coffea. Extratos de fungos
endofiticos, dos mesmos géneros dos isolados neste trabalho (Aspergillus sp., Fusarium
sp. e Penicillium sp.), de vérias espécies de plantas do género Garcinia, obtidos com
acetato de etila, apresentaram CMIs entre 128 e 256 pg/mL™ contra S. aureus e S.
aureus meticilina-resistentes (Phongpaichit et al. 2006). Extratos brutos de fungos
endofiticos isolados de espécies vegetais de manguezais apresentaram CMIs entre 32 e
200 pg/mL™ contra S. aureus e S. aureus meticilina-resistentes, para C. albicans a
CMls determinadas ficaram entre 128 e >200 pg/mL™ (Buatong et al. 2011). Neste
mesmo estudo também foram determinadas as CMBs para S. aureus, 64 - >200 pg/mL™
e para S. aureus meticilina-resistentes, 64 - >200, além disso, a CMF para C. albicans
foram maiores ou iguais a 200 ug/mL™. Compostos obtidos do extrato do fungo
endofitico Ampelomyces sp. isolado da planta medicinal Urospermum picroides,
cultivado em meio de arroz, apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus,
Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis com CMI entre 12,5 e 25 pug/mL™
(Aly et al. 2008). Mohanta et al. (2008), demostraram que o extrato do fungo endofitico
Fusarium sp., cultivado em meio liquido, apresentava CMIs de, 250, 376, 260, 126 e
273 pg/mL* para B. subtilis, S aureus, K. pneumoniae, E. coli e C. albicans,
respectivamente.

De forma geral, os resultados contribuiram para evidenciar a diversidade de
fungos endofiticos na casca de H. speciosa e a importancia destes micro-organismos
como alvos promissores de compostos bioativos com potencial antimicrobiano. Futuros
trabalhos devem ser realizados com o objetivo de aperfeicoar as condigdes de cultivo
para a producdo de compostos bioativos, bem como, realizar a caracterizacdo quimica
dos mesmos e emprega-los diretamente ou como base para a sintese de novos agentes

com atividade antimicrobiana.
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Tabela 01. Frequéncia absoluta e frequéncia relativa de fungos endofiticos de H.

speciosa por periodo do ano.

Fungos endofiticos P.C. P.S. P.C.+P.S.

F F% F F% F F%
Aspergillus flavus Link 4 53 1 25 5 4,3
Aspergillus niger Tiegh 5 66 3 75 8 6,9
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries - - 3 75 3 2,6
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 6 79 8 20 14 12,1
Fusarium lateritium Nees 4 53 - - 4 3,4
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 6 79 - - 6 5,2
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Grif. Maubl. 8 105 5 125| 13 112
Mariannaea elegans G. Arnaud - - 2 5 2 1,7
Mycelia sterilia 3 39 2 5 5 4,3
Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason. 4 53 3 75 7 6,0
Penicillium fellutanum Biourge 8 105 - - 8 6,9
Phoma cava Schulzer 6 79 10 25 16 13,8
Phomopsis archeri B. Sutton. 10 131 - - 10 87
Trichoderma harzianum Rifai. 8 105 3 75 11 9,5
Tritirachium oryzae (Vincens) de Hoog 4 53 - - 4 3,4
Total 76 40 116

P.C.: Periodo chuvoso;

P.S.: Periodo seco;

F: Frequéncia absoluta dos isolados fungicos;
F%: Frequéncia relativa dos isolados fingicos;
- - Ndo isolado.



Tabela 2. Screening de atividade antimicrobiana de fungos endofiticos da casca do caule de H. speciosa.

Cadigo Fungo endofitico Periodo Micro-organismos teste
B. subtilis E.coli K. pneumoniae P.aeruginosa P.mirabilis  S.aureus  C. albicans  C. krusei  C. tropicalis M. furfur

FHS012 A. flavus P.C. ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ - - +
FHS018 A. flavus P.C. ++ + ++ ++ ++ ++ - - - -
FHS019 A. flavus P.C. ++ ++ + ++ ++ +++ - - - -
FHS061 A. niger P.C. ++ ++ ++ ++ ++ + - - - +
FHS058 A. niger P.C. ++ ++ +++ ++ ++ ++ + + - +
FHS042 C. gloeosporioides P.C. + - - ++ - - - - - -
FHS051 F. lateritium P.C. ++ ++ ++ + - - - - - -
FHS052 F. lateritium P.C. ++ ++ ++ + - - - - - -
FHS101 F. solani P.C. ++ ++ + + ++ ++ + - - +
FHS105 F. solani P.C. ++ ++ ++ ++ - ++ + - - ++
FHS106 F. solani P.C. ++ ++ ++ ++ +++ ++ + - - -
FHS109 F. solani P.C. ++ ++ + ++ + ++ + - - +
FHS070 L. theobromae P.C. ++ ++ ++ ++ + ++ - - - +
FHS073 L. theobromae P.C. ++ ++ ++ ++ - + - - - -
FHS115 M. sterila P.C. + - - + - - - - - -
FHS089 P. fellutanum P.C. +++ ++ ++ ++ - ++ - - - +
FHS093 P. fellutanum P.C. ++ ++ ++ ++ - + - - - -
FHS096 P. fellutanum P.C. + ++ ++ + - ++ - - - -
FHS005 P. archeri P.C. ++ ++ + - ++ - - - - -
FHS003 P. archeri P.C. ++ - - - ++ - - - - -
FHS100 T. oryzae P.C. + + - ++ - - - - - -
FHS059 A. niger P.S. ++ ++ ++ ++ ++ + ++ - -

FHS067 A. niger P.S. ++ + + + - + - - + +
FHS041 C. cladosporioides P.S. - - + ++ - - - - - -
FHS046 C. gloeosporioides P.S. + - - ++ - - - - - -
FHS049 C. gloeosporioides P.S. - - - + - - - - - -
FHSO074 L. theobromae P.S. ++ ++ ++ ++ - ++ - - - -
FHSO075 L. theobromae P.S. ++ ++ + ++ - + - - - -
FHSO079 L. theobromae P.S. ++ + + ++ + - - - - -
FHS090 M. elegans P.S. + - - - - - - - - -
FHS091 M. elegans P.S. + - - - + - - - - -
FHS114 M. sterila P.S. - ++ - - - - - - - -
FHS116 M. sterila P.S. + - - - - - - - - -
FHS031 N. sphaerica P.S. ++ - ++ ++ ++ - - - -
FHS032 N. sphaerica P.S. + + + + + + - - - -
FHS065 P. cava P.S. - - + + ++ ++ - - -

FHS066 P. cava P.S. + - + + ++ ++ - - - +
FHS033 T. harzianum P.S. - - - - + - - - - -
FHS037 T. harzianum P.S. - - - + - - - + - -

FHS: Fungo endofitico de Hancornia speciosa, P.C. Periodo chuvoso, P.S.: Periodo seco, Média dos halos de inibigdo: +: > 10 mm; ++: > 20 mm; +++: > 30 mm; - : Sem atividade
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Tabela 03. Concentracdo minima inibitdria e bactericida / fungicida dos extratos metandlicos brutos de fungos endofiticos de H. speciosa.

Micro-organismos teste

Cédigo Fungo endofitico Meio B. subtilis E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa P. mirabilis S. aureus C. albicans M. furfur
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMF CMI CMF
FHS012 A. flavus Arroz 1250 5000 1250 >5000 1250 5000 1250 2500 312 2500 1250 >5000 2500 >5000 1250 >5000
FHS018 A. flavus Arroz 1250 5000 1250 >5000 1250 >5000 1250 2500 312 2500 2500 >5000 2500 >5000 2500 5000
FHS058 A. niger Arroz 156 625 156 2500 312 1250 156 1250 78 625 39 312 2500 >5000 2500 5000
FHS059 A. niger Arroz 156 1250 625 5000 625 1250 156 2500 39 625 156 625 1250 >5000 2500 >5000
FHS061 A. niger Arroz 156 1250 312 5000 625 2500 156 1250 19 625 39 312 2500 5000 2500 >5000
FHS105 F. solani Arroz 1250 5000 625 >5000 78 625 625 5000 312 5000 625 1250 312 1250 625 1250
FHS106 F. solani Arroz 1250 >5000 625 >5000 156 625 625 5000 312 5000 625 5000 625 1250 625 2500
FHS070 L. theobromae Arroz 1250 5000 1250 >5000 1250 2500 312 5000 312  >5000 1250 >5000 625 2500 1250 5000
FHS074 L. theobromae Arroz 1250 5000 2500 >5000 1250 5000 625 5000 312 >5000 1250 5000 625 5000 2500 >5000
FHS089 P. fellutanum Arroz 1250 >5000 625 5000 1250 >5000 625 >5000 625 5000 1250 >5000 1250 >5000 2500 >5000
FHS012 A. flavus Milho 1250 5000 1250 >5000 1250 >5000 1250 >5000 625 5000 1250 5000 2500 >5000 1250 >5000
FHS018 A. flavus Milho 1250 >5000 2500 >5000 1250 >5000 1250 5000 625 5000 1250 5000 1250 5000 2500 5000
FHS058 A. niger Milho 625 2500 625 2500 625 5000 312 2500 156 1250 156 625 2500 >5000 2500 5000
FHS059 A. niger Milho 625 2500 312 2500 625 2500 312 5000 156 1250 156 1250 2500 5000 1250 5000
FHS061 A. niger Milho 312 1250 312 5000 1250 2500 156 2500 78 625 625 1250 1250 >5000 1250 5000
FHS105 F. solani Milho 625 1250 1250 >5000 156 625 1250 >5000 625 >5000 312 1250 312 1250 2500 >5000
FHS106 F. solani Milho 625 1250 2500 >5000 156 1250 1250 >5000 312 >5000 1250 2500 312 2500 625 1250
FHS070 L. theobromae Milho 2500 5000 1250 5000 2500 5000 625 >5000 312 5000 1250 5000 1250 >5000 1250 2500
FHS074 L. theobromae Milho 2500 5000 1250 5000 2500 >5000 625 >5000 312  >5000 1250 >5000 625 5000 1250 5000
FHS089 P. fellutanum Milho 1250 5000 1250 5000 1250 5000 1250 >5000 625 5000 1250 >5000 2500 >5000 2500 >5000

FHS: Fungo endofitico de Hancornia speciosa; CMI: Concentragdo minima inibitéria; CMB/CMF: Concentrag&o minima bactericida/fungicida; Concentracio minima inibitéria e bactericida/fungicida em pg/mL™*
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Figura 01. Fluxograma do processo de isolamento, purificacdo e identificacdo dos fungos

endofiticos.
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6. CONCLUSOES
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6.1 Conclusdes

A espécie H. speciosa representa um importante hospedeiro, constituindo uma
boa fonte de fungos endofiticos. Além disso, ela pode ser considerada promissora para
estudos complementares, a fim de conhecer mais detalhadamente sua diversidade
endofitica em outros tecidos e 6rgaos.

A frequéncia de colonizacdo de endofiticos na casca de H. speciosa € maior
durante o periodo chuvoso. Em relacdo a diversidade, as espécies que ocorreram nos

periodos seco e chuvoso ndo foram significativamente diferentes.

Os endofiticos de H. speciosa demonstraram potencial para bioprospec¢do, 39
isolados apresentaram atividade antimicrobiana frente a, no minimo, um micro-
organismo patogénico com as médias dos halos de inibi¢do variando entre 11 e 39 mm

de diametro.

Todos 0s micro-organismos patogénicos testados tiveram o Sseu crescimento

inibido pelos extratos metandlicos brutos dos fungos endofiticos.

Os extratos metandlicos brutos dos endofiticos obtidos durante a fermentagéo do

meio semi-sélido de arroz apresentaram maior atividade antimicrobiana.

Os extratos dos fungos endofiticos A. niger (FHS058), A. niger (FHS061)
apresentaram CMI de 39 ug/mL™ e CMB de 312 pg/mL™ contra S. aureus. O extrato de
F. solani (FHS106) apresentou CMI de 78 pg/mL™ e CMB 625 pg/mL™ para K.
pneumoniae. Portanto, os fungos endofiticos acima constituem alvos atrativos para
estudos no sentido de avaliar a utilizacdo dos mesmos como agentes de controle destas

importantes bactérias patogénicas.

Futuros trabalhos devem ser realizados para caracterizacdo quimica dos
compostos bioativos produzidos pelos endofiticos de H. speciosa, como também a

otimizacdo das condicGes de cultivo para a producdo dos mesmos.

Este estudo contribuiu na busca por novas alternativas terapéuticas, no
tratamento de infeccBes, bem como, na importdncia da conservacdo dos recursos
naturais, na valorizacdo e no reconhecimento da legitimidade dos saberes populares e

tradicionais com a experimentacdo e validacdo cientifica.
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7. ANEXOS
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ANEXO 01 - Resumo e poster apresentado no Congresso Brasileiro de Micologia,
Brasilia, 2010.

Isolamento e identificacdo de fungos endofiticos da casca do caule de Hancornia
speciosa Gomes

Entre os micro-organismos endofiticos, os fungos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica, especialmente por seus potenciais na producéo de metabélitos de
interesse econdmico, incluindo os relacionados as plantas hospedeiras. Hancornia
speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangabeira, € uma espécie frutifera da
familia Apocynaceae, tipica da area de cerrados, dos tabuleiros costeiros e baixada
litordnea. O presente trabalho teve como objetivo identificar, isolar e purificar fungos
endofiticos da casca do caule de H. speciosa. Para o isolamento dos fungos foram
coletadas amostras sadias da casca do caule de H. speciosa em 05 (cinco) pontos
diferentes e equidistantes nas &areas de estudo. O material foi superficialmente
desinfectado e fragmentado. Os fragmentos foram distribuidos na superficie do meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA), acrescido com cloranfenicol (50 mg L™) contidos em
placas de Petri, em triplicata, e cultivados a 28 = 2°C por até 30 dias. A identificacio
das espécies foi efetuada atraves da observagdo macroscopica das colbnias, seguida do
exame das caracteristicas microestruturais e analise comparativa, de acordo com a
literatura especializada. Entre os fungos isolados Trichoderma sp., Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Colletotrichum sp., foram predominantes, seguidos por Cladosporium
sp., Phoma sp., Xylaria sp., Pestalotiopsis sp., Lasiodiplodia sp., Humicola sp. e
Vigaria sp. Em pesquisas futuras, os resultados deste trabalho poderdo contribuir para a
descoberta de compostos bioativos provavelmente derivados de fungos desta planta.
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ANEXO 02 - Resumo e poster apresentado na XXVI Reunido Anual da FeSBE,
Rio de janeiro, 2011.

Antibacterial activity of endophytic fungus Lasiodiplodia theobromae isolated from
Hancornia speciosa Gomes.

Aim: Hancornia speciosa Gomes, known as mangabeira, is widely used in folk
medicine as antibacterial. It is known, however, that some microorganisms inhabit the
interior of plants and among these, fungi, have attracted great interest because of their
biotechnological potential in production of secondary metabolites of economic interest,
including those related to host plants. This study aims to analyze the antimicrobial
potential of metabolites synthesized by the endophytic fungus Lasiodiplodia
theobromae isolated from the stem bark of H. speciosa as possible antibacterial agent
control.

Methods and Results: Samples were collected from healthy stem bark of H. speciosa
in the district of Curcurana, Jaboatdo dos Guararapes, coast of Pernambuco state in five
different and equally spaced over the study area. Next, the material was superficially
disinfected and fragmented disks 5 mm in diameter. The fragments were distributed on
the surface of the medium potato dextrose agar (PDA) supplemented with
chloramphenicol (50 mg L™) contained in Petri dishes, in triplicate, and cultured at 28 +
2 °C for 30 days. After development of the colonies on the edges of the discs, they were
transferred to tubes containing PDA medium. The species identification was performed
by macroscopic observation of the colonies, followed by the examination of
microstructural characteristics and comparative analysis, according to specialized
literature. The fungi isolated and identified as L. theobromae were grown in the form of
carpet in Petri dishes for seven days with the agar - Sabouraud (SAB) medium. After
this period, were fragmented in blocks of 5 mm in diameter and transferred to dishes in
triplicate containing agar - Mueller-Hinton (MHA) medium previously inoculated with
the bacteria Staphylococcus aureus - UFPEDA - 02; Bacillus subtilis - UFPEDA - 86;
Escherichia coli - UFPEDA - 224; Klebsiella pneumoniae - UFPEDA -
396 and Pseudomonas aeruginosa - UFPEDA - 416, obtained from the Culture
Collection UFPEDA, Department of Antibiotics, UFPE. After 24 hours were the
readings of the inhibition halos, and is considered positive when the halos were more
than 10 mm in diameter. The species L. theobromae was the most frequent (35.71%)
among the 42 fungal isolates. Only two of the isolates tested showed activity against the
bacteria P. aeruginosa with an average of inhibition halo of 12 mm in diameter.
However, against other bacteria analyzed all isolates tested showed considerable
activity, varying the average of inhibition halos of 17.5 mm to 33 mm in diameter.
Conclusion: The endophytic fungus L. theobromae isolated from the stem bark of H.
speciosa showed antimicrobial activity against pathogenic bacteria. It is possible that
the plant's medicinal properties are a consequence of their endophytic ability to produce
biologically active secondary metabolites. In future research, the results of this study
may contribute to the investigation of bioactive compounds, probably derived from the
complex interaction between endophytes and host plant.

Sources of research support: Program to Support Restructuring Plan and Expansion of
Federal Universities - REUNI
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ANEXO 03 - Resumo e poster apresentado no | Congresso Luso-Brasileiro de
Patologia Experimental, Recife, 2011.

Antimicrobial activity of endophytic fungus Trichoderma harzianum isolated from
Hancornia speciosa Gomes.

Background: Hancornia speciosa Gomes, known as mangabeira, is widely used in folk
medicine as antimicrobial. It is known, however, that some microorganisms inhabit the
interior of plants and among these, fungi, have attracted great interest because of their
biotechnological potential. Objectives: Analyze the antimicrobial potential of
endophytic fungus Trichoderma harzianum isolated from the stem bark of H. speciosa.
Methodology: Samples were collected from stem bark of H. speciosa. Next, the
material was superficially disinfected and fragmented. The fragments were distributed
in the potato - dextrose - agar (PDA) medium contained in Petri dishes, in triplicate, and
cultured at 28 + 2 °C for 30 days. The fungi isolated and identified as T. harzianum
were grown in the form of carpet in Petri dishes for seven days with the agar -
Sabouraud (SAB) medium. After this period, were fragmented in blocks of 5 mm in
diameter and transferred to dishes in triplicate containing agar - Mueller-Hinton (MHA)
medium previously inoculated with the bacteria Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and the
fungi Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei and Malassezia furfur in SAB medium.
After 48 hours were taken the readings of the inhibition halos, and is considered
positive when the halos were more than 10 mm in diameter. Results: All isolates tested
showed considerable activity against test bacteria and fungi, varying the average of
inhibition halos of 12.5 mm to 33 mm in diameter. Conclusions: The endophytic
fungus T. harzianum isolated from the stem bark of H. speciosa showed antimicrobial
activity against pathogenic microorganisms. In future research, the results of this study
may contribute to the investigation of bioactive compounds, probably derived from the
complex interaction between endophytes and host plant.

Keywords: Antimicrobial activity; H.speciosa; T.harzianum.
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ANEXO 04 - Resumo e poster apresentado no | Congresso Luso-Brasileiro de
Patologia Experimental, Recife, 2011.

Antimicrobial activity of extracts of stem bark from Hancornia speciosa against
the most common microorganisms in nosocomial infections.

Background: The incidence of nosocomial infections is a concern because it is related,
in most cases, the emergence of resistant microorganisms, especially in public health. In
this context it is important to search for new therapies. Hancornia speciosa Gomes,
known as mangabeira, is widely used in folk medicine as antimicrobial. Objectives: To
evaluate the antimicrobial activity of extracts of stem bark of H. speciosa.
Methodology: The extraction was performed by soaking for 24 hours at room
temperature under constant stirring, using 70% ethanol (v/v) in the proportion of 1:100
(w/v) for the ethanolic extract and methanol in the same proportion to the extract
methanolic. After extraction period, the solvent was eliminated by rotaevaporation. The
dry extracts were re-suspended with dimethylsulfoxide (DMSQ) at a concentration of
100 pg/mL. Were then added 30 pL of the extracts on disks (5 mm in diameter) sterile
paper and transferred to Petri dishes, in triplicate, containing agar-Muieller-Hinton
(MHA) medium previously inoculated with the bacteria Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas aeruginosa and a yeast Candida
albicans and C. tropicalis in Sabouraud-agar (SAB) medium. After 48 hours were taken
the readings of the inhibition halos, and is considered positive when the halos were
more than 10 mm in diameter. Results: The ethanolic extract did not show significant
activity against yeasts, but in relation to other microorganisms showed activity, varying
the average inhibition halos of 17.5 mm to 28 mm in diameter. The methanolic extract
showed considerable activity against all test microorganisms varying the average of
inhibition halos of 16 mm to 31 mm in diameter. Conclusions: The extract methanolic
showed more active against the test microorganism when compared to extract ethanolic,
to be promising for future studies in order to evaluate its use in infection control.

Keywords: H.speciosa; nosocomial infections
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