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Resumo

Doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo causadas por diferentes agentes
infecciosos que podem acometer bilhdes de pessoas nas regides tropicais do planeta.
Entre as DTNs, a leishmaniose visceral e a doenga de chagas sdo as mais preocupantes,
além da dengue e a malaria que vém aumentando suas incidéncias ao longo das décadas.
A descoberta de novos metabdlitos bioativos tem se tornado um foco de estudo na busca
de métodos mais eficientes para a prevencéo, controle e tratamento destas enfermidades
tropicais. Além da busca de novos farmacos para uso na medicina, as moléculas
bioativas também podem ser estudadas como novos herbicidas naturais para uso na
agricultura, e, por isso, representam uma alternativa para a substituicdo dos herbicidas
sintéticos toxicos para 0 homem e animais e de dificil degradacdo no meio ambiente.
Fungos endofiticos, aqueles que residem assintomaticamente no interior dos tecidos
vegetais por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida, sdo potenciais produtores de
metabdlitos bioativos de interesse econdmico, 0s quais podem ser empregados tanto na
medicina quanto na agricultura. Estes fungos desempenham papéis ecoldgicos e
fisioldgicos na interacdo com suas plantas hospedeiras, garantido vantagens evolutivas
tanto para a comunidade vegetal quanto para sua propria sobrevivéncia. Entre as plantas
alvo para estudos de fungos endofiticos, as medicinais sdo consideradas um promissor
reservatorio de endofiticos produtores de moléculas bioativas. Plantas com histdrico
etnobotanico também sdo potenciais hospedeiras de fungos endofiticos bioativos.
Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson (Rubiaceae), encontrada nas florestas
tropicais da América do Sul, é uma planta medicinal com propriedades eméticas e
amebicidas e, por isso, um alvo promissor para o estudo de sua comunidade de fungos
endofiticos. A partir do exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial dos fungos endofiticos associados a C. ipecacuanha como fonte de
metabolitos secundarios ativos contra os parasitas causadores das DTNs Trypanosoma
cruzi (doenca de Chagas), Leishmania amazonensis (leishmaniose) e virus da Dengue
sorotipo 2. Os fungos endofiticos de C. ipecacuanha também foram avaliados quanto a
capacidade de produzir substancias herbicidas com potencial uso na agricultura.
Extratos diclorometanicos foram produzidos a partir do cultivo em fermentagdo sélida
de 275 isolados de fungos endofiticos obtidos a partir das folhas, caule e raizes de C.
ipecacuanha, os quais foram avaliados nos diferentes ensaios bioldgicos. Dentre 0s

extratos fungicos testados, 10 (3,62%) apresentaram atividade herbicida, 4 (1,45%)
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apresentaram atividade contra T. cruzi, um (0,36%) apresentou atividade frente a L.
amazonensis e nenhum extrato apresentou atividade contra o virus da Dengue sorotipo
2. Os isolados bioativos foram identificados por meio do sequenciamento da regido
transcrita interna 1TS-5.8S da regido do gene do rRNA. Dos 15 isolados que
apresentaram atividade bioldgica, nove foram identificados como pertencentes aos
géneros Colletotrichum (4 isolados), Diaporthe (3), Leptobacillium (1) Calonectria (1).
Dois isolados foram identificados como Trichoderma caerulescens e Trichoderma
spirale. O taxon UFMGCB 15290 apresentou promissora atividade de inibicdo do
crescimento da L. amazonensis (ICso = 0,3783 mg mL™). Leptobacillium sp. UFMGCB
15183 apresentou atividade tripanocida e representa o primeiro relato desta atividade
em fungos endofiticos destes géneros. Duas fragdes do extrato de Diaporthe sp.
UFMGCB 15138 apresentaram potencial atividade contra T. cruzi (inibicdo de 100 e
91,55%) e a partir das analises desreplicativas das fracGes ativas foi identificado um
dimero de xantonas como o possivel responsavel pela bioatividade. Entre os fungos que
exibiram atividade herbicida, os extratos de UFMGCB 15027 e Colletotrichum sp.
UFMGCB 15029 foram capazes de inibir em 100% a germinacdo das sementes de
Lactuca sativa. O presente trabalho também relatou pela primeira vez atividade
herbicida relacionada ao género Calonectria. Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que a planta C. ipecacuanha € um reservatorio natural de fungos
endofiticos produtores de substancias bioativas, em especial aquelas capazes de atuar
contra agentes causadores de DTNs e também com atividades herbicidas e, por isso,
podem ser considerados bons candidatos para estudos quimicos mais detalhados para
isolamento das substancias ativas capazes de controlar DTNs e herbicidas para uso na

agricultura.

Palavras-chave: fungos endofiticos, Carapichea ipecacuanha, metabdlitos bioativos,

doencas negligenciadas, herbicida.
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Abstract

Neglected tropical diseases (NTDs) are caused by different infectious agents that can
affect billions of people in the tropical regions of the planet. Among NTDs, visceral
leishmaniasis and chagas disease are the most worrying, in addition to dengue and
malaria, which has been increasing its incidence over the decades. The discovery of new
bioactive metabolites has become a focus of study in the search for more efficient
methods for the prevention, control and treatment of these tropical diseases. In addition
to the search for new drugs for use in medicine, bioactive molecules can also be studied
as new natural herbicides for use in agriculture, and therefore represent an alternative
for the replacement of toxic synthetic herbicides to man, animals and of difficult
degradation in the environment. Endophytic fungi, those residing asymptomatically
inside plant tissues for at least one period of their life cycle, are potential producers of
bioactive metabolites of economic interest, which can be used in medicine and
agriculture. They play important ecological and physiological roles in the interaction
with their host plants, ensuring evolutionary advantages both for the plant community as
for its own survival. Among the target plants for studies of endophytic fungi, medicinal
plants are considered a promising reservoir of endophytic producers os bioactive
molecule. Plants with an ethnobotanical history are also potential hosts for bioactive
endophytic fungi. Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson (Rubiaceae), found in
the tropical forests in South America, is a medicinal plant with emetic and amoebicidal
properties and, therefore, a promising target for the study of its endophytic fungi
community. Based on the above, this study evaluate the potential of the endophytic
fungi associated with C. ipecacuanha as a source of active secondary metabolites
against the parasites that cause NTDs, Trypanosoma cruzi (Chagas disease), Leishmania
amazonensis (leishmaniasis) and Dengue virus serotype 2. The endophytic fungi of C.
ipecacuanha were also evaluated for the ability to produce herbicidal substances with
potential use in agriculture. Dichloromethane extracts were produced from the solid
fermentation culture of 275 isolates of endophytic fungi obtained from leaves, stem and
roots of C. ipecacuanha, which were evaluated in different biological tests. Among the
tested fungal extracts, 10 (3.62%) showed herbicidal activity, 4 (1.45%) showed activity
against T. cruzi and 1 (0.36%) against L. amazonensis. The bioactive isolates were
identified by sequencing the ITS- 5.8S internal transcribed region of the rRNA gene

region. Of the 15 isolates that showed biological activity, nine were identified as
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belonging to the genera Colletotrichum (4 isolates), Diaporthe (3), Leptobacillium (1)
Calonectria (1). Two isolates were identified as Trichoderma caerulescens and
Trichoderma spirale. Taxon UFMGCB15290 showed promising growth inhibiting
activity of L. amazonensis with an (ICs, = 0.3783 mg mL™). Leptobacillium sp.
UFMGCB15183 presented trypanosomicidal activity and represents the first report of
this activity in endophytic fungi of these genera. Two fractions of the extract of
Diaporthe sp. UFMGCB 138 showed potential activity against T. cruzi (100 and
91,55% inhibition) and from the dereplicative analyses of the active fractions, a
xanthone dimer was identified as the possible responsible for bioactivity. Among the
fungi that exhibited herbicidal activity, extracts from UFMGCB 15027 and
Colletotrichum. sp UFMGCB 15029 were able to 100% inhibit the germination of
Lactuca sativa seeds. The present work also reported for the first time herbicidal
activity related to the genus Calonectria. The results obtained in this study demonstrate
that the plant C. ipecacuanha is a natural reservoir of endophytic fungi that produce
bioactive substances, especially those capable of acting against agents that cause NTDs
and also with herbicidal activities and, therefore, they can be considered good
candidates for more detailed chemical studies for the isolation of active substances

capable of controlling NTDs and herbicides for use in agriculture.

Key words: endophytic fungi, Carapichea ipecacuanha, bioactive metabolites,

neglected diseases, herbicide.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os fungos endofiticos, aqueles que residem nos tecidos vegetais vivos sem
causar sinais aparentes de doencas por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida, séo
considerados um grupo promissor para exploracdo e descobertas biotecnoldgicas
(RADIC & STRUKELJ, 2012). Tendo em vista 0 impacto das doencas tropicais
negligenciadas que acometem milhdes de pessoas nas diferentes regides tropicais do
planeta (OLIVEIRA et al., 2018), a busca por novos farmacos eficientes com maior
poder de atuacdo é de grande importancia (PHOTITA et al., 2001). Atualmente, plantas
daninhas resistentes ao controle com herbicidas quimicos avangcam em areas cultivaveis
no Brasil e ameacam sistemas de culturas, principalmente as de soja e milho
(GIOVANELLLI, 2019). Por décadas o glifosato foi referido como o herbicida quimico
mais eficiente e bem sucedido do mercado no controle de plantas indesejaveis (DA
SILVA, 2014). No entanto, o que antes era a solucdo definitiva na agricultura, hoje néo
possui a mesma eficiéncia. Além de gerar selecdo de plantas resistentes, devido ao seu
uso continuo, este composto é considerado, do ponto de vista ambiental, um poluente
devido ao seu acimulo no solo, podendo atingir os lengois subterraneos (MELO et al.,
2017). Frente a essa necessidade, a diversidade de vegetais e de micro-organismos
compde uma fonte promissora a fim de obter metabdlitos bioativos que sirvam como
moléculas protétipos para a descoberta de novas substancias Uteis na medicina e
agricultura (KUMARESAN & SURYANARYANAN, 2001).

Grande parte da diversidade vegetal pode ser encontrada em florestas como a
Mata Atlantica, que abriga um vasto numero de espécies como, por exemplo, a
Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson (Rubiaceae). A C. ipecacuanha é um
subarbusto popularmente conhecido como poaia ou ipeca utilizada como agente
medicinal no combate a amebiase. O seu amplo uso farmacoldgico esta associado a
presenca de alcaloides bioativos encontrados em suas raizes (emetina e cefalina), que
possibilitam seu uso também como expectorante, anti-inflamatério e no combate a
diarreia (DE OLIVEIRA & VIEGAS, 1997; OLIVEIRA, 2010). De acordo com Strobel
et al. (2004), algumas propriedades medicinais atribuidas a algumas espécies vegetais
podem estar estreitamente relacionadas a producdo de metabdlitos secundarios por sua
comunidade de fungos endofiticos, indicativo que torna tais plantas hospedeiras

promissoras para estudos de diversidade e bioprospecc¢édo de fungos.
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A partir do exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
potencial biotecnologico da comunidade de fungos endofiticos associados a C.
ipecacuanha no maior fragmento de Mata Atlantica do estado de Minas Gerais, 0

Parque Estadual do Rio Doce, de modo a responder as seguintes questdes:

1) A comunidade de fungos endofiticos associados a C. ipecacuanha sdo potenciais
produtores de metabolitos bioativos?

2) Os metabdlitos bioativos produzidos possuem atividade contra doengas tropicais
negligenciadas?

3) As moléculas bioativas produzidas pela comunidade de fungos endofiticos
possuem atividade herbicida?

4) Quais espécies dos fungos endofiticos associados a C. ipecacuanha sdo

produtoras de moléculas bioativas?
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Micro-organismos endofiticos

Micro-organismos endofiticos podem ser representados por fungos, bactérias e
protozoarios que, em pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, habitam os espacos
inter ou intracelular de tecidos vivos de plantas sem causar sinais aparente de doenca ou
efeito negativo (PETRINI, 1986; SCHULZ et al., 2002; YAN et al., 2019). As primeiras
evidéncias de uma possivel relacdo entre endofiticos e vegetais surgiram por meio da
analise de tecidos fossilizados de caules e folhas de plantas, o que sugere que esta
relacdo tenha se iniciado ha milhares de anos (STROBEL, 2006).

Estes micro-organismos alojam-se em todos os tecidos das plantas e vivem de
maneira simbiodtica com seu hospedeiro, podendo desempenhar impactos vantajosos
para a comunidade vegetal e para sua prépria sobrevivéncia, recebendo nutriente e
protecdo do hospedeiro. Em geral, os endofiticos adentram os tecidos vegetais por meio
de transmisséo horizontal, que ocorre a partir de estdmatos, hidatodios, feridas causadas
por insetos e por meio da producdo de enzimas que facilitam sua penetracdo
(AZEVEDO, 1998). Outra forma de transmissdo é a vertical, que ocorre de uma planta
mae para suas filhas por meio de sementes (OKI, 2008).

Todas as espécies vegetais possuem uma comunidade de micro-organismos
endofiticos abrigando seus tecidos, tornando-se possivel o isolamento de um elevado
nimero de espécies a partir de um Unico hospedeiro (STROBEL et al., 2004;
FERRARA, 2006). De acordo com Nair & Padmavathy (2014), as diferentes espécies

endofiticas possuem variados papéis e aplicagdes, tais como:

1) Fitoestimulacdo: possuem papel na captura de elementos essenciais para a
planta hospedeira;

2) Producdo de pigmentos: sdo capazes de produzir pigmentos que podem ser
usados como fonte natural de corante;

3) Producédo de enzimas de importancia comercial: lipases, amilases, proteases,
peroxidases e celulases;

4) Fonte de metabolitos bioativos: sdo capazes de produzir moléculas bioativas
que sdo utilizadas pelas plantas na defesa contra patogenos, podendo ter

aplicacdes biotecnoldgicas na medicina;

19



5) Agentes de controle bioldgico: sdo considerados eficientes agentes de
controle bioldgico, estratégia alternativa para o controle quimico;

6) Ciclagem de nutrientes: possuem a habilidade de degradar compostos
organicos incluindo celulose, lignina e hemicelulose;

7) Biorremediacao/biodegradacdo: possuem uma poderosa capacidade de

degradar compostos recalcitrantes.

2.2. Fungos endofiticos: interacdo micro-organismo e planta hospedeira

Os fungos representam uma das formas de vida mais diversa neste planeta, com
estimativa de cerca de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies existentes, sendo destas 130 mil
espécies ja conhecidas pela ciéncia (HAWKSWORTH & LUECKING, 2017). Estes
organismos compdem um grupo variado e apresentam ampla distribuicdo em varios
ambientes, como é o caso dos fungos endofiticos, um grupo polifilético que habitam
tecidos internos de plantas, em ambientes biologicamente diversos (ARNOLD, 2007).

A diversidade bioldgica dos fungos endofiticos, especialmente em florestas
tropicais e temperadas € enorme, principalmente levando-se em consideracao que estes
micro-organismos podem ser encontrados em cerca das 300 mil espécies de plantas
terrestres estimadas (STROBEL & DAISY, 2003). De acordo com Peixoto et al. (2002),

as espécies de fungos endofiticos mais frequentemente isoladas pertencem ao filo
Ascomycota. Em plantas brasileiras, especies do género Ascochyta, Cladosporium,
Colletotrichum/Glomerella, Fusarium, Guignardia, Mucor, Nodulisporium, Pestalotia,
Phomopsis/Diaporthe, Phyllosticta, Rhizopus e Xylaria sdo as mais descritas.

Os fungos endofiticos podem ser divididos em dois grandes grupos basicos: 0s
fungos generalistas, os quais sdo encontrados em alta abundancia e em diferentes
espécies de plantas; e os especialistas, que sdo encontrados em baixa abundancia e em
plantas hospedeiras especificas. Acredita-se que as plantas tropicais abrigam uma
populacdo altamente diversificada de fungos endofiticos (DREYFUSS & CHAPELA,
1994; FLORINDO, 2019).

Rodriguez et al. (2009) dividem os fungos endofiticos em dois grupos, de acordo
com suas caracteristicas, tais como hospedeiro, 6rgdo de localizacdo e funcgdes
ecoldgicas: os endofiticos clavicipitaceos (C-endofiticos), que infectam somente
gramineas e os endofiticos ndo clavicipitaceos (NC-endofiticos) que sdo isolados de

tecidos assintomaticos de angiospermas e também de plantas ndo vasculares e
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samambaias. Entretanto, o grupo dos ndo clavicipitaceos sdo fungos diversos que se
divide em pelo menos trés grupos funcionais distintos, baseado em particularidades de
colonizacdo do hospedeiro, mecanismo de transmissdo entre geracOes, niveis de
biodiversidade e funcdes ecoldgicas.

A composicdo, frequéncia e especificidade das espécies endofiticas podem ser
significantemente afetadas por inimeros fatores abidticos e bidticos como, por exemplo,
a espécie do vegetal, distribuicdo geografica, umidade relativa do ambiente, posicdo
relativa da planta (sua altura em relacdo ao solo), idade e parte da planta, entre outros
fatores (ARNOLD & HERRE, 2003; SIEBER, 2007; ALY et al., 2011).

O estabelecimento da interacdo fungo/planta pode ser moldado por fatores como
modo de transmissdo, padrdo de infeccdo, idade da planta, fatores ambientais, além de
propriedades genéticas (SAIKKONEN et al., 1998; ALY et al., 2011). A especificidade
com o hospedeiro requer uma estreita adaptacdo entre a planta e o endofito, sugerindo
uma influéncia mdtua decorrente de uma coabitacdo e coevolucdo desenvolvida durante
milhares de anos (KUSARI et al., 2012). De acordo com Moricca & Ragazzi (2008),
com o decorrer do tempo, essa associagdo tornou-se, permanentemente, gravada na
constituicdo genética de ambos, que passaram a desenvolver sistemas genéticos
complementares.

A relacédo dos fungos endofiticos com a planta hospedeira é algo bem complexa,
envolvendo interagcdes entre as espécies endofiticas, a planta e os fatores ambientais
externos (OKI et al., 2009). Devido a grande diversidade de fungos existentes, algumas
hipdteses consideram que estes micro-organismos possam ser saprobios, que se
alimentam de matéria organica proveniente de organismos em decomposi¢do, ou
patdgenos oportunistas, sendo aqueles que se aproveitam quando a defesa do organismo
esta debilitada (STROBEL & DAISY, 2003). Porém, de acordo com Shulz & Boyle
(2005) a colonizagdo assintomatica de um tecido vegetal por um endéfito é resultado de
uma relagdo de antagonismo balanceado, gerado a partir do equilibrio entre a viruléncia
do micro-organismo e as respostas de defesa do hospedeiro. A hipotese estabelecida
inicialmente teve como objetivo demonstrar como um enddfito seria capaz de impedir a
ativacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, garantindo assim sua propria
existéncia antes de ser inibido pelos metabdlitos toxicos do hospedeiro e sem causar
sinais visiveis de infec¢do ou doenca (SCHULZ & BOYLE, 2005). Esta fase é definida
por uma compensacdo mutua no qual os mecanismos de viruléncia do fungo e os

mecanismos de defesa da plantam devem se manter em equilibrio para garantir uma

21



associacdo aparentemente assintomatica. Se os mecanismos de defesa da planta
neutralizarem completamente os fatores de viruléncia do fungo, o0 mesmo pode morrer e
se a planta sucumbir a viruléncia do fungo, o relacionamento planta/patégeno pode
levar a planta a doenca. (KUSARI et al., 2012). Além disso, Schulz et al. (2015)
também propdem que, para garantir que esta associacdo permaneca assintomatica no
interior da planta hospedeira, os fungos endofiticos precisam manter um antagonismo
balanceado ndo apenas com a planta hospedeira, mas também com 0s outros micro-
organismos competidores que vivem em associagcdo com a planta, sejam eles fungos,

bactérias, patdgenos ou endofiticos (Figura 1).

Fatores
ambientais

Senescéncia
estressores | ™  Endofito F-----——=—=—=—c e = =

Competicdo
patégenos e
endofitos

Figura 1. Hipotese do multiplo antagonismo balanceado proposto por Schulz et al.
(2015), onde ocorre um equilibrio entre a viruléncia do micro-organismo e as respostas

de defesa do hospedeiro.

2.3. Producéo de metabdlitos secundarios por fungos endofiticos

Produtos naturais sdo compostos quimicos produzidos por organismos vivos. A
natureza fornece uma enorme variacdo de moléculas extremamente complexas, mais
sofisticadas do que qualquer molécula obtida de forma sintética ou por meio de

combinagbes quimicas (PETSKO, 1996). A alta diversidade quimica em produtos
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naturais esta relacionada com a disponibilidade de precursores e reagdes biossintéticas,
além de suas funcdes nos sistemas biolégicos (GUIMARAES, 2009). Os metabodlitos
secundarios sdo produzidos durante o crescimento e diferenciagdo de um organismo
vivo e tém sido isolados e caracterizados principalmente para fins industriais e
farmacéuticos (SPECIAN, 2015).

Dentre todos os grupos de fungos, um que merece destaque € o dos fungos
endofiticos devido a grande diversidade de moléculas produzidas e suas atividades
bioldgicas (Figura 2) (FIRAKOVA et al., 2007).

Podofilotoxina

Figura 2. Moléculas bioativas produzidas por fungos endofiticos: taxol e vincristina
com antividade anticancerigena; hipericina com atividade antiviral; camptotecina com

atividade antitumoral; podofilotoxina com atividade antimicrobiana (SANTOS, 2016).

A interacdo fungo endofitico e planta hospedeira permite a producdo de uma
vasta diversidade de metabolitos secundarios, tornando estes micro-organismos uma
rica fonte de produtos naturais e moléculas bioativas aplicaveis (ROMOFF, 2018). Os
produtos naturais obtidos a partir de fungos endofiticos tém um amplo espectro de

atividades bioldgicas, tais como antimicrobianos, antioxidantes (JALGAONWALA et
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al., 2011), propriedades imunossupressoras, antivirais, antitumorais, herbicida,
antiparasitaria (STROBEL & DAISY, 2003) e citotoxicas (ALY et al., 2011).

Os metabdlitos produzidos podem ser agrupados em varias classes, incluindo
alcaloides, esteroides, terpenos, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides, &cidos
fenolicos, entre outros (ZHANG et al.,, 2006; SANTOS et al., 2013). Estudos
demonstram que os enddéfitos podem produzir um grande ndmero de metabolitos
secundarios bioativos importantes, conhecidos apenas em plantas (ALY et al., 2011,
JALGAONWALA et al., 2011). Um exemplo é a producdo do taxol pelo fungo
endofitico Taxomyces andreanae, um importante farmaco anticancerigeno, isolado
inicialmente da planta Taxus brevifolia T. Nuttal (STIERLE et al., 1993). Fungos do
género Colletotrichum sdo também de grande importancia para a agricultura, devido a
sua caracteristica de produzir moléculas bioativas, como o &cido coletétrico, produzido
por C. gloeosporioides, isolado de Artemisia mongolica R. Pampanini que apresenta
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea
e contra o fungo patogénico Helminthosporium sativum (ZOU et al., 2000).

Desta forma, os fungos endofiticos sdo uma excelente fonte para a exploracéo de
metabolitos secundarios com potencial biotecnoldgico. O isolamento e a utilizacdo
desses metabdlitos em bioensaios sdo uma alternativa na busca por produtos naturais
bioativos para controle bioldgico e producao de produtos farmacéuticos (AZEVEDO et
al., 2000). Neste contexto, varios estudos demonstram a importancia da investigacédo
nesta &rea e a eficiéncia dos metabdlitos secundarios que atuam principalmente como
inibidores de patdgenos. Use et al. (2014) demonstraram a importancia da prospeccao
de metabdlitos. O fungo endofitico Pestalotiopsis virgatula foi isolado da planta
medicinal Vitex negundo C. P’ei e seu extrato parcialmente purificado foi testado contra
linhagens de celulas de cancer de mama humano e linhagens de bactérias
multirresistentes. Os resultados deste estudo indicaram que o extrato fungico apresentou
atividade antibacteriana eficaz contra linhagens de S. aureus resistente a mdltiplos
farmacos, bem como, atividade citotoxica intensa contra células humanas de cancer da
mama. Garcia et al. (2012), investigaram o potencial biotecnologico de extratos brutos
de isolados de fungos endofiticos obtidos de Sapindus saponaria C. Linnaeus testando-
0s contra cinco bactérias patogénicas. A atividade antibacteriana dos extratos obtidos a
partir dos quatro isolados endofiticos foi promissora, uma vez que, todos eles inibiram o

crescimento de pelo menos uma de todas as bactérias avaliadas. Estes resultados
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mostraram que os isolados de S. saponaria possuem potencial biotecnoldgico para o
controle de bactérias patogénicas testadas in vitro.

A pesquisa de novos produtos que sejam eficazes contra as mais diversas
doencas e a descoberta de novas alternativas para o controle biolégico na éarea da
agricultura € um processo continuo. Rubini et al. (2005), a fim de avaliar o potencial de
enddéfitos no controle bioldgico do fungo Crinipellis perniciosa, agente da enfermidade
vassoura-de-bruxa do cacau, estudaram a comunidade de fungos endofiticos de plantas
de cacau resistentes e suscetiveis a enfermidade. Os fungos isolados foram identificados
e avaliados in vitro e in vivo pela habilidade de inibir o patégeno. Entre os fungos
avaliados, Gliocladium catenulatum reduziu a incidéncia da doenca em 70% (RUBINI
et al.,, 2005). Schulz et al. (2002) sugerem que a busca por novos metabdlitos
secundarios, oriundos da natureza, deve ser feita em organismos que habitem nichos
ecoldgicos potenciais, e neste contexto se inserem os fungos endofiticos.

Dentre estes nichos habitados por diferentes endofiticos, destacam-se as plantas
medicinais como um grande reservatorio de moléculas bioativas e comunidades
microbioldgicas diversas. As plantas medicinais foram identificadas e usadas ao longo
da historia da humanidade por terem a capacidade de sintetizar uma grande variedade de
compostos que sdo utilizados para desempenhar func¢Bes bioldgicas importantes no
tratamento, cura e prevencdo de doencas (BORGES et al., 2018). O conhecimento sobre
tais fungdes é baseado em descobertas casuais, atraves da observacdo do ambiente e da
interacdo das espécies (GOMES et al., 2018).

De acordo com Arnold et al. (2000) e Ferrara (2006), é razoavel supor que a
atividade farmacoldgica atribuida a algumas plantas medicinais, possa estar relacionada,
de alguma forma, as substancias produzidas por micro-organismos endofiticos ou pela
planta, em resposta da interacdo entre eles. Como por exemplo, as plantas pertencentes
ao género Sinopodophyllum séo utilizadas na medicina popular devido a sua agéo
antitumoral, antioxidante, antiviral, antibacteriana, imunossupressora e antirreumatica.
As propriedades atribuidas as plantas deste género estdo relacionadas a producdo de
podofilotoxina (PDT) (Figura 3). Yang et al. (2003) relataram pela primeira vez fungos
endofiticos obtidos a partir de Sinopodophyllum hexandrum T. Ying capazes de
produzir podofilotoxina e seus anadlogos. Outros estudos relatam um importante
anticancerigeno, a vincristina, isolado da planta Catharanthus roseus G. Don, isolado
do fungo endofitico Fusarium oxysporum obtido da mesma planta (JALGAONWALA,
2011).
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Figura 3. Estrutura quimica da podofilotoxina produzida pela planta medicinal

Sinopodophyllum hexandrum.

Acredita-se que alguns endofiticos em associagdo com a planta medicinal
hospedeira podem promover o acumulo de metabdélitos secundarios originalmente
produzidos pelas plantas. Estes metabdlitos podem ser produzidos por ambos, planta
hospedeira e/ou fungo endofitico (SHWAB & KELLER 2008; JIA et al., 2016). Tais
descobertas fazem com que estes micro-organismos se tornem ainda mais atrativos

como fonte de metabdlitos bioativos.

2.4. Doencas tropicais negligenciadas (DTNSs)

Doencas tropicais negligenciadas (DTNs) € um grupo de doengas endémicas
causadas por bactérias, virus e parasitas que atingem bilhdes de pessoas, sobretudo na
faixa tropical do globo, onde se concentram as popula¢gdes mais vulneraveis dos paises
em desenvolvimento. Estas enfermidades incapacitam ou matam milhdes de pessoas e
representam uma necessidade médica importante, pois passam a configurar um entrave
ao desenvolvimento humano e econémico das na¢des (ADAMS et al., 2012). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose visceral e a doenca de chagas
estdo entre as DTNs mais preocupantes, além de doencas como a dengue e a malaria
gue vem aumentando drasticamente ao longo das décadas (WHO, 2017).

A Leishmaniose ¢ uma das mais devastadoras DTN, sendo considerada
endémica em mais de 98 paises. S&o as formas mais comuns da doenca a leishmaniose
visceral (LV), que leva & morte se ndo for tratada nas primeiras semanas, e a

leishmaniose cutanea (LC), que provoca lesdes cronicas ou de cura espontanea na pele e
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nas cartilagens. Ao serem picados por insetos flebotomineos infectados, animais
silvestres e domeésticos, como cdes e gatos, se tornam repositorio do parasita,
contribuindo com a propagacdo da doenca (WHO, 2005). Ainda ndo existe vacina
eficiente para controlar a doenca (DAWITT et al., 2013) e o tratamento atual consiste
no uso da anfotericina B, que apesar de eficaz, possui efeitos colaterais altamente
nefrotoxicos. O tratamento também pode ser prejudicado devido ao custo elevado e pela

dificuldade na obtengéo de formulages orais da droga (HEFNAWY et al., 2017).

Responsavel por 14 mil mortes ao ano, a doenca de Chagas mata mais pessoas
na Ameérica Latina do que a malaria ou qualquer outra doenca parasitaria. Segundo a
OMS (2010), dez milhdes de pessoas sofrem da forma cronica da doenca, para a qual
ndo existe cura (MALAFAIA, 2009; VILLELA, 2009). A cardiopatia chagasica cronica,
altamente incapacitante, constitui a mais séria complicacdo e atinge pelo menos um
terco destes pacientes em algum momento de suas vidas (WHO, 2014). Atualmente
apenas duas drogas, descobertas ha mais de um século, estdo disponiveis para o
tratamento da doenca: os derivados heterociclicos benzonidazol (CHAGAS, 1908) e
nifurtimox (CHAGAS, 1909), sendo que nenhuma destas € eficaz durante a fase cronica
da doenga, além de ocasionar inumeros efeitos toxicos (SANTIAGO et al., 2017). As
novas infeccdes ocorrem, sobretudo, pela ingestdo de alimentos contaminados. Se
tratada no inicio da fase aguda, a chance de cura pelos medicamentos disponiveis
aproxima-se dos 100%, no entanto, os sintomas podem levar até 30 anos para aparecer,
ou seja, quando a fase cronica ja esta instalada (GONTIJO et al., 2008).

Dentre as arboviroses que afetam o homem, a dengue constitui-se em um sério
problema de salde publica no mundo, com aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas
expostas ao risco de infeccdo em cerca de 100 paises de clima tropical e subtropical
(KNUDSEN, 1995; CAVALCANTE, 2013). Tauil (2001) e Cavalcante (2013)
classificam a dengue como uma arbovirose causada por quatro sorotipos distintos: DEN
—1, DEN -2, DEN — 3 e DEN — 4, todas pertencentes a familia Flaviviridae ao género
Flavivirus, que relne 53 espécies de virus, sendo o principal vetor de transmissdao o
mosquito Aedes aegypti. Embora haja estudos sobre a doenca, ainda ndo ha no mercado
vacina contra dengue, apesar de Varias vacinas estarem em processo de
desenvolvimento (MARIMUTH & RAVINDLER, 2016; SHARP et al., 2017). Tendo

em vista 0 aumento da prevaléncia e mortalidade da dengue globalmente, hd uma
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necessidade em ampliar a pesquisa clinica pela busca de drogas e vacinas que atuem no
combate a doenca (WHO, 2005; MARIMUTHU & RAVINDLER, 2016).

As opcOes terapéuticas disponiveis atualmente para as DTNs sdo muito
limitadas, insuficientes e apresentam uma série de problemas, tais como baixa eficécia,
elevada toxicidade e a emergéncia de cepas resistentes. Apesar dos avancos na
descoberta e desenvolvimento de drogas derivadas de plantas, as DTNs continuam
sendo responsaveis pela morbidade e mortalidade em centenas de milhGes de pessoas,
especialmente em &reas pobres (GOUPIL & MCKERROW, 2014). Entre 0s organismos
vivos, 0s fungos representam uma fonte promissora de substancias naturais que
poderiam ser usadas como uma ferramenta eficiente para projetar drogas e ser utilizado
como uma fonte alternativa na busca de um tratamento efetivo para estas doencas
(MASI et al., 2018).

2.5. Herbicidas sintéticos

Herbicidas sintéticos sdo substancias quimicas aplicadas na agricultura com o
objetivo de controlar o crescimento de ervas daninhas que competem com as plantas
pelos nutrientes e podem abrigar pragas e doencas (VIRGINIO, 2014). O
desenvolvimento acelerado da agricultura tem levado o aumento da necessidade do uso
de herbicidas no sentido de reduzir a contaminacdo de culturas de interesse econdémico
(CMMAD, 1998). O glifosato, herbicida sisttmico de amplo espectro, é o mais
utilizado no controle de ervas daninhas nas lavouras, uma vez que, evita a perda dos
rendimentos das culturas, auxiliando no aumento da produgdo (MELO et al., 2017).

O uso extensivo de herbicidas, baseados em produtos quimicos sintéticos,
tornou-se danoso ao meio ambiente, pois além de serem responsaveis pela poluicdo do
solo e lengois freaticos, tm aumentado a resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas
utilizados, devido ao uso continuo do mesmo produto durante anos (WAAGE, 1988;
CLAY, 1989; GREEN, 2014). A ampla variabilidade genética é uma das principais
caracteristicas das plantas daninhas, que permite a adaptacdo e a sobrevivéncia dessas
espécies em diferentes condi¢des ambientais (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ, 2003).

Atualmente os fungos endofiticos tém contribuido de forma positiva na
producéo de novas oportunidades para diversificar o controle de pragas na agricultura e
na pratica agricola. A producdo de metabolitos secundarios por essas espécies vem

ganhando espaco devido a possibilidade de isolamento de substancias que possam ser
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aplicadas na inibicdo e no crescimento de plantas, especialmente as indesejaveis
(SANTOS, 2008). A Tabela 1 ilustra exemplos de substancias com atividade herbicida

obtidas a partir de fungos endofiticos e suas respectivas caracteristicas.

Tabela 1. Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos com atividade herbicida.

Fungo Planta Molécula bioativa/
endofitico hospedeira Estrutura quimica Atividade biolégica Referéncia
Aspergillus Melia azedarach O N Herbicida para semente de  Zhang et al.
fumigatus C. Linnaeus Lactuca sativa (2013)
(Meliacea) H o}
A\
N
H
Brevianamida F
Chaetomium Ginkgo biloba %0 Fitotoxico para plantulas Lietal.

de Raphanus
raphanistrum subsp.
orsativus

globosum C. Linnaeus Ha, (2014)

(Ginkgoaceae) 4
i

Chaetoglobosina A

O potencial herbicida dos metabdlitos produzidos pelos endoéfitos vem sendo
alvo de estudo por diversos pesquisadores. Santos et al. (2008) testaram extratos
obtidos da biomassa do fungo endofitico Pestalotiopsis guepinii, oriundo de Virola
michelii E. Heckel, na germinacdo de sementes e no desenvolvimento de plantulas de
duas espécies de plantas daninhas, Mimosa pudica C. Linnaeus e Senna obtusifolia C.
Linnaeus. Foi observado que os extratos apresentaram atividade herbicida, havendo
variagcdes no potencial de inibicdo, sendo que a germinacdo de sementes mostrou-se

mais sensivel aos efeitos dos extratos do que o desenvolvimento das plantulas.

2.6. Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae) e o Parque Estadual do Rio Doce, Minas

Gerais

O Parque Estadual do Rio Doce (PERD) esta situado na porcdo sudoeste do
estado de Minas Gerais, a 248 km de Belo Horizonte, na regido do Vale do Aco,
inserido  nos municipios de Marliéria, Dionisio e Timdteo (19°46°35.5”S,

42°36°08.3”W) (Figura 4). Em seus 35.970 hectares, a unidade de conservacao abriga o
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maior fragmento de Mata Atlantica do Estado de Minas Gerais e é a primeira unidade
de conservacdo estadual. Sua rica diversidade natural abriga arvores centenérias,
madeiras nobres de grande porte, uma infinidade de animais nativos, alem da ampla
diversidade de flora que compdem o cenério de uma das poucas areas remanescentes de
Mata Atlantica no Brasil (ARAUJO, 2010).

Hoi

\
v
[

PERD

Porte B acnaia

T
oo

Figura 4. Mapa do Parque Estadual do Rio Doce situado na regido do Vale do Aco,
inserido nos municipios de Marliéria, Dionisio e Timo6teo, Minas Gerais, Brasil.

Dentre a variedade da flora presente no PERD encontram-se plantas da familia
Rubiaceae, uma das maiores familias de angiospermas, com cerca de 10.700 espécies
distribuidas em cerca de 640 géneros. As espécies da familia Rubiaceae apresentam
grande plasticidade quanto a sua composicdo quimica, apresentando uma variedade de
compostos como flavonoides, iridoides, alcaloides, antraquinonas, alguns derivados
fendlicos, taninos, triterpenos e menos frequentes, saponinas (BOLZANI et al., 2001;
SOUZA et al., 2013). Varias espécies pertencentes a familia sdo estudadas com

finalidades farmacoldgicas, além de serem utilizadas na medicina popular. Em estudos
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realizados por Souza et al. (2013), das 102 espécies de Rubiaceae que foram
inventariadas em estudos entobotanicos, 40 sdo empregadas como medicinal. Algumas
espécies ja possuem acao comprovada, destacando-se plantas do género Psychotria L.,
do qual sdo extraidos alcaloides inddlicos utilizados como fortes analgésicos (MOURA
et al., 2014). Estdo presentes também plantas como a Carapichea ipecacuanha (Brot.)
L. Andersson (Figura 5), conhecida popularmente como poaia, ipeca e reconhecida
mundialmente como uma planta medicinal de grande importancia econdmica, por
possuir dois alcaloides em suas raizes, a emetina e a cefalina. Estes alcaloides sdo
usados no tratamento antidiarreico, amebicida, expectorante e inflamatdrio o que faz
com que esta espécie desperte interesse nos diversos segmentos induastrias,
principalmente farmacéutico, devido a possiblidade de isolamento destes compostos

resultado do metabolismo secundério vegetal (ASSIS, 1999).

Figura 5. Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae). FONTE: Azevedo, RN.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial dos fungos endofiticos associados a planta Carapichea

ipecacuanha (Brot.) L. Andersson, presente no fragmento de Mata Atlantica do Parque

Estadual do Rio Doce, como fonte de metabélitos secundarios bioativos.

3.2. Objetivos especificos

Reativar os fungos endofiticos de Carapichea ipecacuanha obtidos da Cole¢édo
de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;
Preparar extratos brutos diclorometanicos a partir de todos os isolados
cultivados;

Verificar a atividade biolégica dos extratos contra Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp. e virus da Dengue sorotipo 2;

Avaliar a atividade herbicida dos extratos fungicos frente a modelos de mono e
dicotiledbnea;

Identificar os fungos bioativos utilizando técnicas de taxonomia moleculares.

Caracterizar quimicamente extrato(s) do(s) fungo(s) promissor (es).
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo dos fungos endofiticos

Todos os fungos utilizados no presente trabalho foram isolados da planta
hospedeira C. ipecacuanha obtidos no estudo de Ferreira et al. (2020). Todos os fungos
foram adquiridos da Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal

de Minas Gerais.

4.2. Preparo de extratos diclorometanicos a partir dos isolados fungicos

Os fungos endofiticos obtidos foram cultivados em cinco placas de Petri 90x15
mm contendo 20 mL de meio Agar batata dextrosado (BDA) durante 15 dias e
incubados a 25 °C, como controle foram utilizados 20 mL do meio de cultura sem o
indculo fangico. Apds o tempo de crescimento, 0 meio de cultura juntamente com o
crescimento micelial, de cada uma das cinco placas, foi fragmentado e transferido para
frascos Erlenmeyers de 125 mL, onde foram mantidos a -20 °C por 24 horas. Em
seguida as amostras foram submetidas ao processo de liofilizagdo (Liofilizador LioTop
— K105) durante cinco dias. Apds a completa liofilizagdo da amostra, foi adicionado
aproximadamente 100 mL de diclorometano, o frasco foi vedado e mantido a
temperatura ambiente durante sete dias. Em seguida o sobrenadante (fase
diclorometénica) de cada frasco foi filtrado em papel filtro (50x50 — 80g) autoclavado e
transferido para tubos de vidro de aproximadamente 10 mL, previamente limpos e
tarados, e mantidos na capela quimica para secagem a temperatura ambiente (ROSA et
al., 2012). Apds a obtencdo dos extratos secos, os tubos de vidro foram pesados e
registrada as massas obtidas dos extratos. Uma aliquota de cada extrato foi diluida em
DMSO aq. 90%, a uma concentracdo de 20 mg mL™ e depositados na Extratoteca do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do IRR/FIOCRUZ a -20 °C e o restante
foi armazenada a -4 °C no Laboratério de Microbiologia Polar e Conexdes Tropicais da

UFMG ateé a utilizagdo nos ensaios bioldgicos.

4.3. Determinacdo da atividade herbicida

A determinacdo da atividade herbicida foi realizada de acordo com Gomes et al.
(2018). No ensaio foram utilizadas sementes de alface crespa (Lactuca sativa C.

Linnaeus) e de cebolinha (Allium schoenoprasum C. Linnaeus) como modelos de
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dicotiledénea e monocotileddnea, respectivamente. Todas as sementes passaram por um
processo de desinfestacdo superficial em alcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sodio a
2-2,5% (7 minutos e meio) e sem seguida foram lavadas em agua destilada esterilizada
por quatro vezes e secas no fluxo laminar em placas de petri contendo papel de filtro
estéril. Os ensaios foram realizados em placas de poliestireno de 24 pogos contendo um
disco de papel filtro qualitativo (50x50 — 80 g) em cada poco. Os extratos brutos foram
diluidos em acetona e testados na concentracdo de 1 mg mL™. Para tanto, aos pogos
testes foram adicionados 360 uL de a4gua e 40 uL do extrato. Como controle negativo
foi utilizado 400 pL de 4gua deionizada autoclavada. Para o controle de toxidade do
solvente utilizado na solubilizacéo dos extratos foi utilizado 360 uL de 4gua e 40 uL de
acetona P.A e como controle positivo de inibicdo de germinacdo foi utilizado 400 pL de
glifosato (3 mg mL™). Em seguida, cinco sementes foram adicionadas em cada poco e
as placas foram tampadas e seladas com parafilme e encubadas em BOD de fotoperiodo
com luz continua a 26°C por 10 dias para L. sativa e 14 dias para A. schoenoprasum.
Todo o ensaio foi realizado em duplicata e em ambiente esterilizado para evitar
possiveis contaminacgdes. Apos o periodo de germinacdo de cada espécie testada, foi
realizada a quantificacdo do efeito da fitotoxicidade, para tanto, foi atribuindo uma
classificacdo de 0 a 5, onde 0 = ndo houve efeito de inibi¢cdo da germinacdo (todas as
sementes germinaram) e 5 = houve inibigdo de 100% das sementes. Foram considerados

ativos, aqueles extratos em gque a média das sementes inibidas em ambos pogos foi > 3.

4.4. Ensaio in vitro com a forma amastigota-like de Leishmania (Leishmania)

amazonensis

A manutencdo das células axénicas de L. (L.) amazonensis e 0 ensaio com
amastigotas-like foram executados por técnicos especializados pertencentes ao Grupo de
Pesquisa Quimica de Produtos Naturais Bioativos/Fiocruz MG. Culturas axénicas da
forma amastigota-like de L. (L.) amazonensis, previamente caracterizadas por meio de
eletroforese de isoenzimas e depositadas na Colecdo de Leishmania do Centro de
Referéncia em Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, foram aplicadas no
ensaio. Foi utilizada uma concentracdo de parasita de 10° células mL™ e 90 uL foram
adicionados em cada pogo de placas de 96 pogos, seguidos de 10uL das solugdes
contendo as amostras e o controle da droga (0,2 mg mL™* Anfotericina B). As placas

foram incubadas a 32 °C por 72 horas e 0 nimero de parasitas foi estimado pelo ensaio
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colorimétrico do brometo tiazolil azul de tetrazdlico (MTT). Os resultados foram

calculados a partir das absorbancias medidas usando a formula:
[1- (Absexperimento | AbScontrote)] X 100

A absorbancia dos pogos testes foi comparada com as absorbancias dos controles
com e sem drogas de referéncia (anfotericina B). Os extratos capazes de inibir acima de
70% a proliferacdo dos parasitas foram considerados ativos. Todas as amostras foram
testadas em duplicata e aquelas que permaneceram ativas foram retestados para a
analise da concentracdo necessaria para reducdo do crescimento do parasito em 50% e
para anélise da concentracdo que induz 50% da morte celular.

4.5. Ensaio in vitro com células Leishmania (Viannia) braziliensis intracelular

Formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (cepa
MHOM/BR/1994/H3227) expressando luciferase como gene repérter foram utilizadas
como previamente descrito por (COTA et al., 2018). Mondcitos humanos da linhagem
THP-1 foram diferenciados na presenca de miristato de forbol 20 ng mL™ por 72 horas
a 37 °C. As células foram infectadas com L. (V) brasilienses na proporcédo
parasita/macréfago de 10:1 por 3 horas. Os parasitas ndo internalizados foram
removidos por cinco lavagens com tampdo HEPES/NaCl. As células infectadas foram
entdo tratadas com 20 pg mL™ do extrato bruto e 2 pg mL™ de anfotericina B (controle
positivo) 0.006-0.8 uM. Apb6s 72 horas a atividade da luciferase foi avaliada
adicionando 20 pL de One-Glo™ e deteccdo de luminescéncia usando 1 segundo de
integracdo/poco. Células THP-1 infectada ndo tratada foram utilizadas como controle

para comparacao de crescimento.

4.6. Teste de avaliacdo da atividade citotoxica sobre células da linhagem THP-1

Células THP-1 (1 x 10° mL™) foram colocadas em placas de 96 pocos e
incubadas com acetato de miristato de forbol por 72 horas a 37 °C em 5% de CO,. As
células foram entdo tratadas com anfotericina B (controle positivo) 0.006-0.8 uM. A
viabilidade celular foi avaliada ap6s 72 horas usando o ensaio MTT. 20 uL de uma
solucdo contendo 10 mM de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) foi adicionado a cada pogo. Apés 4 horas de incubacdo, o meio de cultura foi

removido, os cristais de formazan dissolvido pela adicdo de 100 uL de DMSO a
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absorbancia otica foi lida a Aszophm. Os resultados foram calculados a partir das medidas
de absorbancia usando a porcentagem de morte celular em relacdo aos controles de

células ndo tratadas.

4.7. Ensaios in vitro com as formas tripomastigotas e as formas intracelulares

amastigotas de Trypanosoma cruzi

O ensaio foi realizado por técnicos especializados da Plataforma de Ensaios Pré-
Clinicos de Triagem de Drogas Anti- Trypanossoma Cruzi (IRR/Fiocruz Minas) de
acordo com protocolos estabelecidos por Buckner et al. (1996) e modificado por
Romanha et al. (2010), usando T. cruzi (linhagem de Tulahuen) expressando o gene da
B-galactosidase de Escherichia coli. Para a triagem dos extratos 4.000 células L929
(fibroblasto de camundongo) em meio RPMI foram adicionadas em pogos de placa de
96 pogos, no volume de 80 uL, seguido de incubacdo para a adesdo das células a
superficie. Apds o tempo de incubacdo, a infeccdo foi realizada com 40.000 formas
tripomastigotas por poco no volume de 20 pL e as células foram incubadas por 2 horas.
Em seguida, o0 meio contendo as formas tripomastigotas que nao penetrarem nas celulas
foi substituido por 200 pL de meio fresco e a placa novamente incubada por 48 horas
para estabelecer a infeccfo. O meio foi entio substituido pelos extratos a 20 pg mL™ em
meio fresco (200 pL) e a placa incubada por 96 horas a 37 °C. Apds esse periodo, 50 uL
de 500 uM de vermelho de clorofenol -D-galactopiranosideo em 0,5% Nonidet P40 foi
adicionado a cada poco e a placa foi incubada por 18 horas a 37 °C, e a absorbancia foi
medida a As7o nm em leitor automatico de microplaca. Como controles foram utilizados
células infectadas nédo tratadas, células ndo infectadas e células infectadas e tratadas
com benzinidazol a 3,8 uM (controle positivo) ¢ DMSO diluido em meio a uma
concentracdo final de 1% (controle negativo). Os resultados foram expressos como a
porcentagem de inibi¢do do crescimento do T. cruzi (redugdo da absorbancia) dos pogos
experimentais em comparacdo com a absorbancia dos pogos com células infectadas e
células infectadas ndo tratadas. Os extratos que apresentaram atividade igual ou maior
que 50% foram considerados ativos e submetidos a confirmacdo. As amostras que se
mantiveram ativas foram direcionadas para a etapa de determinagédo da concentragéo do
extrato necessaria para inibir o desenvolvimento de aproximadamente 50% dos
parasitos e analise da concentragcdo do composto que induz 50% da morte celular. Para

isso, 0s extratos foram testados em concentracdes decrescentes, a partir da solugédo
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estoque de 20 pg mL' em DMSO, utilizando-se de infeccdo de 10

tripomastigotas/célula/2 horas, com tempo de contato dos extratos ou fragdes por 4 dias.

4.8. Testes de avaliacdo da atividade citotoxica in vitro dos extratos tripanomicidas

Os extratos brutos considerados ativos foram submetidos ao ensaio in vitro para
determinacdo da atividade citotoxica em celulas L929 ndo infectadas utilizando o
corante alamarBlue® (ROMANHA et al., 2010). As células foram expostas aos extratos
em concentragdes crescentes a partir do ICso para T. cruzi. Apds 96 h de exposicao foi
adicionado o alamarBlue® e a absorbancia medidas nos Aszo € Agoo NM apos 4-6 h. A
viabilidade celular foi expressa como a porcentagem de reducédo entre células tratadas e
ndo tratadas. Os valores de 1Cso foram calculados por interpolagéo linear e o indice de
seletividade (IS) foi determinado com base na razdo do valor do ICsy, na célula
hospedeira dividida pelo valor do ICsy do parasita.

4.9. Avaliacdo da atividade antiviral contra o virus da Dengue sorotipo 2

O ensaio antiviral com o virus da dengue sorotipo 2 foi realizado por técnicos
especializados do Laboratério de Imunologia Celular e Molecular (IRR/Fiocruz Minas).
Os extratos na concentracdo de 20 mg mL™* em solucdo aquosa com 90% de DMSO
foram depositados em placas de 96 pocos (1 UL poco™) e armazenados a 4 °C até o
momento do ensaio. Inicialmente 7.000 células BHK-21 poco™ foram adicionadas &
placa de 96 pocos em meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e
1% de antibioticos. A monocamada celular com 80% de confluéncia foi observada ap6s
incubacdo de 24 horas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

Para o tratamento das células, os extratos sdo diluidos diretamente na placa de
96 pogos e transferidos simultaneamente com a suspenséo viral de DENV-2 (m.0.i.=2)
para as placas contendo as células denominadas aqui de placas espelhos (duplicatas). A
concentracéo de cada extrato no ensaio foi de 25 pg mL™ e o volume de meio por poco
foi de 200 pL. Aos pogos controles foram adicionadas células ndo tratadas e néo
infectadas sem DMSO, células ndo tratadas e ndo infectadas com 0,25% de DMSO,
células ndo tratadas e infectadas sem DMSO, células ndo tratadas e infectadas com
0,25% de DMSO e células infectadas e tratadas com 300 Ul mL™ e 600 Ul mL™* de
interferon alfa 2B. Em seguida as placas foram reincubadas em estufa a 37 °C com 5 %
de CO; por 72 horas.
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Para a obtencdo do resultado de atividade antiviral foi realizado o ensaio do
brometo tiazolil azul de tetrazélico (MTT). Para isso o sobrenadante das placas foi
removido e adicionou-se 30 pL de uma solucdo de MTT (2 mg mL™) dissolvido em
PBS em cada pogo. As placas foram incubadas novamente por 1 hora e 30 minutos a 37
°C. Em seguida, foram adicionados 130 pL de DMSO puro em cada pogo e as placas
foram mantidas em agitacdo por 5 minutos na velocidade de 200 rpm para dissolver 0s
cristais. A partir dos valores de absorbancia, foi calculada a porcentagem de protecao de
cada extrato em comparagdo com os controles. Foram considerados ativos os extratos

que protegeram a célula contra a infec¢do do virus com porcentagem maior que 50%.

4.10. Identificagdo dos fungos endofiticos bioativos

Os extratos fungicos que apresentaram atividade nos ensaios realizados tiveram
seus respectivos isolados identificados no laboratério de Microbiologia Polar e
Conexdes Tropicais da UFMG, por meio das metodologias descritas abaixo. As reac6es
de sequenciamento foram realizadas em parceria com especialistas da Plataforma de

sequenciamento de DNA (IRR/Fiocruz Minas).

4.10.1. Extragéo do DNA total

A metodologia aplicada para a realizacdo da extracdo do DNA total dos fungos
filamentosos foi a proposta por Rosa et al. (2009). Os fungos endofiticos foram
crescidos durante 7 dias em meio BDA a 25°C e ap06s o cultivo, pequenos fragmentos
de micélio foram colocados em tubos de 2 mL e foram adicionados 400 uL de tampao
de lise (Tris-HCI- trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA - &cido etilenodiamino
tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS - sodio dodecil sulfato 1%) até cobrir o
micélio. Os tubos foram armazenados a -20°C por 10 minutos ou congelados até o
momento da extracdo. Trés esferas de aco inoxidavel (3 mm de didmetro) foram
adicionadas no tubo contendo o fragmento do micélio e triturados em
microdesmembrador por 5 minutos em rotagdo maxima por 3 vezes. Em seguida 162 uL
de CTAB de Hoog (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%) foi adicionado ao
tubo, homogeneizado em vortex e incubado por 30 minutos a 65 °C. Foram
acrescentados 570 pL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), homogeneizados
em vortex e incubados por 30 minutos a 0 °C. O conteudo foi centrifugado a 13200 rpm

por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo estéril de 1,5 mL.
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Posteriormente foram acrescentados 10% do volume de uma solugéo de acetado de
sodio 3M, homogeneizado por inversdo 10 vezes e incubado a 0 °C por 30 minutos. Em
seguida a amostra foi centrifugada a 13200 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL. 50% do contetdo do tubo de isopropanol
(Merck) foi adicionado, homogeneizando por inversdo e deixado a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13200 rpm durante 5
minutos e o sobrenadante descartado por inversdo, seguido por homogeneiza¢do com
200 pL de etanol 70%. As amostras foram mantidas na bancada e colocadas para secar
overnight a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 50 pL de Tris-EDTA
(Tris-HCI 0,01 M e EDTA 0,001 M) e a amostra foi incubada a 65 °C por 60 minutos

para hidratacdo do DNA e, posteriormente, armazenados em freezer a -20 °C.

4.10.2. Amplificagéo da regido ITS

Os iniciadores ITS1  (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para a amplificacdo da regido
transcrita interna ITS-5.8S da regido do gene do rRNA, conforme descrito por White et
al. (1990). A PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo de 1,0 a 5,0 uL
de DNA (variando de acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-
500 ng pL'l). Os reagentes utilizados para a realizacdo do MIX foram: 1,0 pL de cada
iniciador ITS1 e ITS4 10 pmol, 5,0 uL de tampédo de PCR (10x), 2,0 uL. de MgCl, 1,5
M, 2,0 uL de ANTP 0,05 mM, 1,0 pL de betaina 5M, 1,0 uL. de DMSO, 0,2 pL de Taq
DNA Polimerase e o volume final foi completado com &gua para injecdo esterilizada.
As reacOes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycler
(Eppendorf) com a seguinte programacao: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a
55 °C e 1 minuto de extensdo a 72 °C, e uma extensao final por 5 minutos a 72 °C. Apd4s
o0 termino dos ciclos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em de gel de
agarose 1%, em tampéo TBE 0,5x eluidos durante 20 minutos a 120V. As bandas foram

coradas com solucéo de GelRed (Biotium), e os géis revelados sob luz ultravioleta.

4.10.3. Amplificagao do gene da B-tubulina

Os iniciadores BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) foram utilizados para amplificacdo parcial do
gene da B- tubulina, conforme descrito por Glass & Donaldson (1995). A PCR foi
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realizada em um volume final de 50 pL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA (variando de
acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng pL™). Os
reagentes utilizados para a realizagdo do MIX foram: 1,0 uL de cada iniciador BT2a e
BT2b 10 pmol, 5,0 uL de tampéo de PCR (10x), 2,0 uL. de MgCl, 1,5M, 2,0 uL de
dNTP 0,05 mM, 1,0 uL de betaina 5M, 1,0 uL de DMSO, 0,2 uL de Tag DNA
Polimerase e o volume final foi completado com &gua para injecdo esterilizada. As
reacOes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf)
com a seguinte programacao: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35
ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 59 °C e 1 minuto
e meio de extensdo a 72 °C, e uma extensdo final por 7 minutos a 72 °C. ApG4s o término
dos ciclos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em de gel de agarose
1%, em tampéo TBE 0,5x eluidos durante 20 minutos a 120V. As bandas foram coradas

com solucdo de GelRed (Biotium), e os géis revelados sob luz ultravioleta.

4.10.4. Purificacdo dos amplicons

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR com os iniciadores ITS e Beta-
tubulina foram purificados antes de submetidos a etapa de sequenciamento. Em cada
produto da PCR com volume de 47 pL foram adicionados 11,75 pL de EDTA 125 mM
e 141 pL de etanol absoluto a temperatura ambiente. As amostras foram
homogeneizadas por inversdo por 10 vezes e mantidos por 15 minutos na bancada para
a precipitacdo do DNA. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 13000 rpm por 25
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido por inversdo e foram
adicionados 120 pL de etanol 70% gelado na parede do tubo, para lavar o sedimento, e
homogeneizados por inversdo. Apos nova centrifugacao a 13.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o restante do etanol foi seco overnight a temperatura
ambiente. O DNA, ent&o, foi ressuspendido em 10 pL de agua para injegao esterilizada
e incubados em banho seco a 37 °C por aproximadamente 30 minutos. O produto obtido
foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para em seguida ser

utilizado nas reagdes de sequenciamento.

4.10.5. Reacéo de sequenciamento

As reacbes de sequenciamento apdés a purificacdo dos amplicons foram
realizadas no Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM) do Instituto

René Rachou/Fiocruz MG, utilizando o kit Big Dye versdo 3.1 (Applied Biosystems,
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EUA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730. A
reacdo de sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pocos (Applied
Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10 pl, em que foram
adicionados: 1 pL do iniciador (5 pumol?), 1 pL de tampao presente no kit de
sequenciamento, 1 puL de Big Dye, 1 a 5 uLL de DNA de modo que a reacdo final
contenha entre 10 e 20 ng pL™ e o restante de agua para injecdo esterilizada para
completar o volume, se necessario. O programa de ciclagem utilizado consistiu de uma
desnaturacdo inicial a 36 °C por um minuto, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por 15
segundos, seguido por 15 segundos de extensdo a 50 °C e quatro minutos de extenséo
final a 60 °C.

Para precipitacao das reagdes de sequenciamento, 1,0 uL de EDTA 125 mM, 1,0
pL de acetato de sodio 3M e 50 pL de etanol absoluto foram adicionados em cada pogo
e a placa foi entdo submetida a agitacdo em vértex e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 45 minutos
a 3700 rpm a 4° C e o sobrenadante descartado por inversdo. Foram acrescentados 100
uL de etanol 70% e as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 rpm a
temperatura ambiente. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado por inversdo
e em cada poco foi acrescentado 10 pL de Formamida HI-DI (Applied Biosystems,
EUA). A placa foi armazenada a 4 °C, protegida da luz, até injecdo das amostras no
sistema automatizado ABI 3730 (Applied Biosystens, EUA).

4.10.6. Analise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA dos fungos endofiticos foram comparadas com as
sequéncias de especies tipo de fungos depositadas no GenBank e pertencentes a
colecdes de culturas internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool — versdo 2.215 do BLAST 2.0 disponivel no portal NCBI),
desenvolvido pelo National Center For Biotechnology. A identificagédo dos fungos por
meio das técnicas de biologia molecular seguiram os critérios propostos por Godinho et
al. (2013). Os fungos que apresentaram sequéncias com valor de E = 0, cobertura e
identidade >99%, bem como proximidade quando analisadas com sequéncias de
espécies tipo, foram considerados como pertencentes a mesma espécie. Para fungos com
sequéncias com valor de E diferente de zero, e cobertura e identidade <98%, os mesmos
foram identificados em nivel de espécie, género ou niveis hierarquicos mais altos. Para

identificacdo molecular foram utilizadas as sequéncias >350 pares de bases.
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Informacgfes sobre os niveis hierarquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram

obtidos no MycoBank.

4.11. Analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS)

A anélise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS) foi realizada por especialistas do Laboratério de Quimica e Produtos Naturais
Bioativos (IRR/Fiocruz Minas), em cromatografo UHPLC modelo Nexera (Shimadzu)
acoplado ao espectrémetro de massas de alta resolugdo modelo maXis ETD ESI-qTOF
(Bruker) controlado pelo software Compass 1.5 (Bruker). Os extratos foram diluidos em
acetonitrila (5mg mL™) e 3 mL da solucdo foram injetados em coluna Shim-Pack XR-
ODS-III (particula 2,2 mm; 2,0 x 150mm) a 40 'C e fluxo de 400 mL min™. Para a
coleta de fragdes, 5SmL (50mg) foram injetados e fracionados no sistema cromatografico
descrito anteriormente. Entretanto, o fluxo foi de 200 mL min™ e a coleta feita em
microplacas de 96 pocos com coletor automatico modelo SF2120 (Avantec). A fase
movel foi constituida de A e B (A= &gua e B= acetonitrila ambas com 0,1% é&cido
férmico) onde os 5 min iniciais com 5% B. Em seguida, um gradiente linear de 5-100%
em 40 min. Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo na razdo de
5Hz. A fonte de ion foi ajustada para 500 V e a voltagem do capilar para 4500 V. A
pressdo do gas nebulizador foi de 3,0 bar com fluxo de 8L min™ a 200 ‘C. Os espectros
com fragmentacao automatica (dados dependentes) foram registrados utilizando energia
de colisdo entre 15 e 60 eV. A detecc¢do dos ions foi realizada no intervalo de 100-1500
m/z. Como solucdo de calibracdo foi utilizado formato de sédio (ImM) em 2-propanol
(50%). Os cromatogramas foram analisados por algoritmos que separam 0S picos com
subsequente determinacdo das formulas estruturais de acordo com o padrdo de massa

isotopica (MS1) utilizado o programa Data Analysis v.4 e o Sirius v.4.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividades bioldgicas dos extratos e identificacao dos fungos bioativos

Extratos diclorometanicos de 275 isolados de fungos endofiticos foram avaliados
para as atividades leishmanicida, tripanocida, contra o virus da Dengue sorotipo 2 e
herbicida. Foram considerados ativos os extratos que apresentaram inibigdo >50% nos
ensaios contra o virus da Dengue e T. cruzi, inibigdo >70% contra L. amazonenses e
inibigdo >3 sementes no ensaio herbicida. Dentre os fungos que tiveram seus extratos
avaliados, 15 isolados (5,45%) apresentaram atividade biologica contra pelo menos um
dos alvos testados (Tabela 2).

Os fungos potencialmente ativos foram identificados por meio de técnicas de
biologia molecular, tendo sido submetidos ao sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-
ITS2 do gene do rRNA ou da regido B-tubulina do rDNA (Tabela 3). Das 15 amostras
propostas para sequenciamento, o isolado UFMGCB 15148 néo foi identificado devido
a ndo amplificagdo da regido ITS e/ou B-tubulina e as amostras UFMGCB 15027,
UFMGCB15204 e UFMGCB15290 mesmo amplificando a regido PB-tubulina e/ou
regido ITS ndo foram identificadas quando sequenciadas, pois ndo apresentaram
sequencias de qualidade para comparacgao no banco de dados.

Ao final do sequenciamento foi possivel identificar 11 isolados, os quais foram
agrupados em oito taxons. Os isolados UFMGCB 15029, UFMGCB 15037, UFMGCB
15040 e UFMGCB 15277 foram identificados como pertencentes ao género
Colletotrichum e todos apresentaram atividade herbicida. Trés isolados foram
identificados como Diaporthe sp. (UFMGCB 15087, UFMGCB 15138 e UFMGCB
15195) e todos apresentaram atividade tripanocida. O isolado UFMGCB 15183 foi
identificado como Leptobacillium sp. também foi considerado ativo para T. cruzi.
Foram identificados dois isolados pertencentes ao género Trichoderma. Trichoderma
caerulescens UFMGCB 15088 e Trichoderma spirale UFMGCB 15093, os quais
exibiram atividade herbicida. O isolado UFMGCB 15230 foi identificado como
pertencente ao género Calonectria e apresentou atividade herbicida para ambos os

modelos de semente avaliadas.
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Tabela 2. Atividades biolégicas dos extratos diclorometanicos produzidos a partir dos fungos endofiticos associados a Carapichea ipecacuanha.

Taxon Cédigo Atividade herbicida (n° Trypanosoma cruzi Leishmania
UFMGCB? de sementes) amazonensis
Lactuca Allium Inibicilo  ICs"  ICss"  IS° Inibicdo ICso"
sativa schoenoprasum (%) L929 (%)
Né&o identificado 15027 50 25+05 6,5 - - - 30 -
Colletotrichum sp. 1 15029 510 2+0 4,6 - - - 41 -
Colletotrichum sp. 2 15037 35%£05 2+1 37,3 - - - 36 -
Colletotrichum sp. 3 15040 35+05 15+15 - - - - - -
Diaporthe sp. 15087 15+05 2+1 100 7,3 <80 <109 28 -
Trichoderma caerulescens 15088 35+05 0,5+0,5 0 - - - 25 -
Trichoderma spirale 15093 35£05 1+0 28,8 - - - 38 -
Diaporthe sp. 15138 15+15 15+05 100 7,5 <40 <5,3 31 -
N3o identificado 15148 3+0 1,5+05 10,4 - - - 46 -
Leptobacillium sp. 15183 0+£0 05+0,5 92,7 23 <10 <43 45 -
Diaporthe sp. 15195 0+0 1,5+05 100 35 <20 <57 21 -
N&o identificado 15204 3x0 25+05 31,4 - - - 22 -
Calonectria sp. 15230 3+0 5+0 28,6 - - - 39 -
Colletotrichum sp. 15277 0+0 35+05 - - - - - -
N&o identificado 15290 1,5+05 1+1 17,5 - - - 73 0,3783
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Controles Glifosato 5+0 5+0 - - - - - -

Benzonidazol - - - 1,0 625 625 - -
Anfotericina - - - - - - - 0,00124

*UFMGCB = Colecdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. *Concentracdo do extrato que reduz em
50% o crescimento parasitario em pug mL™. 2Concentracdo do extrato que induz 50% de morte das células em pg mL™. 3Concentracéo
Inibitéria a 50% (ICsp) do extrato sobre as células dividido pelo ICs, do extrato sobre o parasita. (-) Ndo avaliado.
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Tabela 3. Identificacdo dos fungos endofiticos bioativos associados a Carapichea ipecacuanha por meio de técnicas de biologia molecular.

Orgéo da Cddigo N° de Resultado Top Blast (N° de acesso no Cobertura Identidade N° de pb Taxon proposto
planta UFMGCB? isolados GenBank) (%) (%) analisados
Folha 15230* 1 Calonectria lateralis (KY653258)° 100 99 365 Calonectria sp.
15029" ) A 100 99,8 434 )
) Colletotrichum aeschynomenes (NR120133) Colletotrichum sp. 1
15277 99 100 428
15037+ 1 Colletotrichum brevisporum (KC790943)" 100 99,8 455 Colletotrichum sp. 2
15040" 1 Colletotrichum citri-maximae (NR160823)" 100 99,5 535 Colletotrichum sp. 3
Caule 150872 100 98,3 360
151382 3 Diaporthe miriciae (NR147535)" 100 98,3 360 Diaporthe sp.
151952 100 98,9 376
15088* 1 Trichoderma caerulescens (NR134432)" 100 99 441 Trichoderma caerulescens
(MN206848)
- 2 aags
Raiz 15183 1 Leptobacillium leptobactrum (NR154111)" 99 100 516 Leptobacillium sp.
) ) ) b Trichoderma spirale
15093 1 Trichoderma spirale (NRO77177) 100 99 453

(MN206843)

*UFMGCB = Colegdo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. °ldentificacdo realizada por meio do BLASTn utilizando
fragmentos da regio transcrita interna ITS-5.8S da regido do gene do rRNA. *Atividade herbicida. Atividade contra Trypanosoma cruzi.
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Dentre os 15 taxons que apresentaram atividade biologica (Tabela 2), sete foram
isolados a partir dos tecidos foliares, seis a partir do caule e dois a partir das raizes
(Tabela 4). A atividade herbicida foi a que mais detectou isolados bioativos (66,67%),
seguido pelo ensaio contra T. cruzi (26,67%) e L. amazonensis (6,66%). Nenhum

extrato apresentou atividade antiviral.

Tabela 4. Tecido de origem dos fungos endofiticos de Carapichea ipecacuanha com

atividades bioldgicas.

Taxon Cadigo Tecido de
UFMGCB?® origem
N&o identificado 15027 Folha
Colletotrichum sp. 1 15029 Folha
Colletotrichum sp. 2 15037 Folha
Colletotrichum sp. 3 15040 Folha
Diaporthe sp. 15087 Caule
Trichoderma caerulescens 15088 Caule
Trichoderma spirale 15093 Caule
Diaporthe sp. 15138 Caule
N&o identificado 15148 Caule
Leptobacillium sp. 15183 Raiz
Diaporthe sp. 15195 Caule
Néo identificado 15204 Folha
Calonectria sp. 15230 Folha
Colletotrichum sp. 15277 Folha
N&o identificado 15290 Raiz

fUFMGCB = Colecéo de Micro-organismos e Células da Universidade
Federal de Minas Gerais

5.2. Determinacdo da atividade herbicida

A atividade herbicida dos extratos dos fungos endofiticos foi determinada pela
analise qualitativa da inibicdo da germinacdo das sementes frente a modelos de
monocotiledoneas (A. schoenoprasum/cebolinha) e dicotiledoneas (L. sativa/alface). Foi

levado em consideracdo valores dos pogos controles e considerando como positivo 0s
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po¢os cuja média dos valores obtidos foram igual ou superior a 3 sementes nao
germinadas. Dos 275 extratos testados, 10 (3,63%) apresentaram atividade herbicida,
sendo que 8 (80%) inibiram somente as sementes de L. sativa, um (10%) inibiu apenas a
semente de A. schoenoprasum e 1 (10%) inibiu as sementes de ambas as espécies.
Dentre os extratos analisados, trés destes foram capazes de inibir 100% da germinacao
das sementes de pelo menos uma das espécies alvo. Os taxons ativos foram
identificados como pertencentes aos seguintes géneros Colletotrichum (4 isolados),

Trichoderma (2 isolados), Calonectria (1 isolado).

5.3. Determinacdo da atividade leishmanicida

Entre os 275 extratos testados contra L. amazonensis, apenas o extrato produzido
a partir do isolado UFMGCB 15290 apresentou um percentual de inibicdo de 73% e foi
submetido ao ensaio de determinacgdo do ICsy sobre o parasita. Os extratos dos isolados
UFMGCB15239, UFMG15240 e UFMG15253 todos pertencentes ao género
Colletotrichum, apresentaram potencial atividade inicial, mas ndo mantiveram a
atividade no ensaio de confirmacéo de atividade. O extrato do isolado UFMGCB 15290
apresentou valor de I1Cso de 0,3783 mg mL™. A partir deste resultado, o extrato foi entdo
submetido a um novo ensaio para determinacédo de 1Cs, de L. brasilienses, para avaliar o
potencial do parasita dentro da célula, e ICs sobre as células da linhagem THP-1 para
determinacéo da citotoxicidade do extrato. O resultado de ICs, sobre o parasita foi de 42
ng mL™, o valor de ICs, sobre as células >100 pug mL™, sugerindo baixa atividade
citotoxica para as células THP-1. A caracterizagcdo quimica do extrato obtido a partir do
isolado UFMGCB 15290 encontra-se em andamento para determinacdo dos possiveis

metabolitos bioativos.

5.4. Determinacédo da atividade tripanocida

Dos 275 extratos testados, quatro apresentaram atividade contra T. cruzi (1,45%)
sendo que todos apresentaram percentual de inibicdo superior a 90%. Os isolados
pertencentes ao género Diaporthe apresentaram percentual de inibicdo de 100%. Os
extratos ativos foram submetidos ao ensaio de determinacdo de ICsy sobre o parasita,
ICso sobre as células e o indice de seletividade foi calculado para a obtencdo de dados
mais acurados com relacdo a eficiéncia dos extratos avaliados. Na determinacdo dos

resultados do ensaio ICs € relevante que se obtenha um baixo valor de ICsq Sobre o
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parasita (concentragcdo do extrato que reduz em 50% o crescimento do parasita), um alto
valor de 1Cso sobre as células (concentracdo de extrato que induz 50% da morte celular),
e alto indice de seletividade (razdo entre o 1Csq sobre as células e 1Csq sobre o parasita),
assim como observado para o controle positivo benzonidazol. Os extratos dos isolados
Leptobacillum sp. UFMGCB15183 e Diaporthe sp. UFMGCB 15195 apresentaram 0s
menores valores de ICsq no parasita, 2,3 e 3,5 pg mL™, respectivamente, sugerindo
promissora atividade de inibicdo do crescimento das formas amastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi. O extrato referente ao isolado Diaporthe sp. UFMGCB
15138 apresentou ICsq de 7,5 pg mL™ sobre o parasita e 40 pg mL™ sobre as células.
Dentre as amostras testadas o extrato do isolado Diaporthe sp. UFMGCB15087
apresentou o maior valor de ICsq na célula hospedeira (80 pg mL™) e maior indice de
seletividade (10,9) sugerindo baixa atividade citotoxica e a potencial atividade do
composto contra 0 parasito sem causar danos a viabilidade das células, comparado as
outras amostras testadas. Os potenciais extratos com atividade contra T. cruzi estdo
sendo caracterizados para determinacdo dos possiveis metabolitos bioativos. No
entanto, até o presente momento, foi possivel concluir apenas a caracterizagcdo do
isolado Diaporthe sp. UFMGCB 15138.

5.5. Desreplicagéo: analise quimica dos metabdlitos bioativos

O extrato do isolado Diaporthe sp. UFMGCB 15138 foi submetido ao
fracionamento quimico pela técnica de UHPLC-MS visando a identificacdo dos
possiveis metabdlitos bioativos contra T. cruzi. Duas fragdes (72 e 73) apresentaram
potencial atividade com percentuais de inibicdo de 100 e 91,55%, respectivamente, e
ICso > 20 pg mL™ sobre as células L929. A partir da analise dos cromatogramas
referente as fragdes ativas (Figura 6) foi possivel identificar a substancia como sendo
um dimero de xantonas, como por exemplo, dicerandrol C (Figura 7) ou phomoxantona
B. O dimero de xantona provavel responsavel pela atividade bioldgica apresenta a

férmula molecular C39H40015 € massa molecular de 750,6987 ¢ mol™.
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Figura 7. Estrutura do dicerandrol C (C39H40015), dimero de xantona.
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6. DISCUSSAO

6.1. Relacéo fungo endofitico, tecido/6rgéo colonizado e bioatividade

Segundo Araujo (2002), os mais variados 6rgaos vegetais como folhas, ramos,
caules, raizes e estruturas florais podem ser colonizados por diversas espécies de micro-
organismos endofiticos. A preferéncia por determinados 6rgdos pode ser interpretada
como a capacidade dos fungos utilizarem substratos especificos. No entanto, as folhas
representam a porta de entrada para fungos, por possuirem tecidos frageis, expostos e
devido a presenca de estbmatos (SOUZA et al., 2004). De acordo com Verna et al.
(2007), a folha vegetal € um tecido ideal para o estudo dos endofiticos e avalia¢do do
potencial de seus metabolitos secundarios e, também tém se mostrado ser o maior
reservatorio de riqueza de espécies. A menor taxa de isolamento obtida a partir das
raizes pode estar relacionada com diversos fatores inerentes ao carater medicinal da
planta hospedeira. As propriedades terapéuticas deste vegetal deve-se a composicdo
alcaloidica de suas raizes, sendo os principais emetina e cefalina (Figura 8). De acordo
com Calixto et al. (2016), a emetina possui atividade citotoxica e atua inibindo a sintese
de proteinas e de DNA que podem atuar como mecanismo de defesa da planta

hospedeira.

Figura 8. Estrutura dos principais alcaloides presentes nas raizes da Carapichea

ipecacuanha.

Além disso, a partir do extrato das raizes e rizomas de C. ipecacuanha ja foram
isolados os metabdlitos protoemetina, emetamina, 9-demetilprotoemetinol, neocefalina,
isocefalina, 7 -O-demetilcefalina, 10-O-demetilcefalina, O-metilpsicotrina e 12

glicosideos monoterpenos-tetraidroisoquinolinicos como 6-O-metilipecosideo, &cido
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ipecosideo, alangisideo, demetilalangisideo, neoipecosideo, 7-O-metilneoipecosideo, 7-
O-metilipecosideo, 3,4-desidroneoipecosideo, trans-cefalosideo, cis-cefalosideo, 6-O-
metil-trans-cefalosideo e 6-O-metil-cis-cefalosideo relatados por alguns autores com
atividade fungicida (HATFIELD et al., 1981, FERNANDEZ,1991; ITOH et al., 1991;
NAGAKURA et al., 1993; ITOH et al., 1994; ITOH et al., 1999).

6.2. Atividade herbicida

Os taxons ativos foram identificados como pertencentes aos géneros
Colletotrichum, Trichoderma e Calonectria. Durante as Ultimas décadas, diversos
micro-organismos endofiticos tém sido estudados com objetivo de avaliar o seu
potencial biolégico e realizar a caracterizacdo quimica de seus metabolitos
(GUNATILAKA, 2006). Waqas et al. (2013), demonstraram que 0s extratos produzidos
a partir do fungo endofitico Cladosporium cladosporioides LWL5, isolado de
Helianthus annuus C. Linnaeus, produziu metabdlitos com potencial inibitério de 100%
a uma concentracdo de 1000 ppm frente a germinacao de sementes de alface (Lactuca
sativa). Schulz et al. (2002) isolaram fungos endofiticos de plantas originarias da
Alemanha, Costa Rica e llha da Mallorca (Espanha) e 43% dos fungos manifestaram
atividade herbicida contra a alga Chorella fusca. Amorim (2018) ao estudar fungos
endofiticos isolados da planta Lafoensia pacari A. Saint-Hilaire obteve 46 extratos com
potencial herbicida contra sementes de L. sativa e A. schoenoprasum.

Espécies do género Colletotrichum ja foram encontradas como habitantes
assintomaticos de tecidos de diversas plantas. Varios estudos foram realizados a fim de
se obter metabolitos secundarios desta espécie e observou-se que estes fungos sdo
capazes de sintetizar compostos de diferentes classes quimicas e com diversas
atividades. Garcia-Pajon & Collado (2003) realizaram uma revisao bibliogréafica sobre o
género Colletotrichum, onde aspergillomarasmina A e B, gloeosporona e acido
colletotrico foram isoladas de C. gloeosporioides. Outros metabolitos também foram
isolados como, uracila, lumichroma e ferricrocina possuindo atividade fitotoxica
(INACIO et al., 2006). A aplicaco de estruturas de fungos deste género como, esporos
e conidios, tem sido empregada como agente de biocontrole de plantas daninhas,
preparados como herbicidas bioldgicos ou mico-herbicidas. Um método para controle
de Aeschynomene virginica N. Britton ocorre por meio da aplicacdo de esporos do

fungo C. gloeosporioides f.sp. aeschynomene que levou ao desenvolvimento do produto
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disponivel comercialmente como COLLEGO, um mico-herbicida aplicado em campos
de arroz nos Estados Unidos (JAYAWARDENA et al. 2016). BIOMAL foi outro mico-
herbicida produzido a partir de esporos do fungo C. gloeosporioides f.sp. malvae para o
controle de Malva pusilla J. Smith, uma Malvaceae de dificil controle por métodos
quimicos. Estudos demonstram também que a aplicacdo de propagulos de
Colletotrichum malvarum é capaz de controlar Sida spinosa C. Linnaeus, responsavel
pela intoxicacdo de culturas e a inviabilizagdo da colheita (BARRETO et al., 2007;
CARVALHO, 2013).

Os taxons Trichoderma spirale e Trichoderma caerulescens ainda ndo foram
reportados como produtores de substancias herbicidas, no entanto espécies deste género
sdo frequentemente isolados e caracterizados pela producdo de diversos metabdlitos e
enzimas utilizadas na industria como agente de biocontrole contra patégenos de plantas
e atuantes no desenvolvimento estrutural de plantas (SOUZA et al., 2004; KUBICEK et
al., 2008). Javaid & Ali (2011) avaliaram o potencial herbicida de filtrados de cultura de
quatro especies, Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma pseudokoningii Rifai,
Trichoderma reesei Simmons e Trichoderma viride Pers frente a Phalaris minor C.
Linnaeus e Rumex dentatus C. Linnaeus, duas ervas daninhas prejudiciais a cultura do
trigo. Todos 0s metabolitos produzidos pelas quatro espécies reduziram
significantemente parametros de crescimento de raiz e de parte aérea das duas espécies
alvo de plantas daninhas. Estes fungos sdo também utilizados como agente de
biocontrole por serem antagonistas eficazes de uma ampla faixa de fungos
fitopatogénicos devido a producéo de metabdlitos volateis e ndo volateis (MELO, 1996;
HOWELL, 2003; ETHUR et al., 2007; ALMEIDA, 2009).

Em um experimento in vivo voltado para o controle de damping-off em feijao
utilizando uma formulacao constituida de trés isolados de Trichoderma sp., Nashwa et
al. (2008) notaram redugao consideravel da porcentagem de “tombamento” do feijoeiro.
Em trabalhos envolvendo Trichoderma sp., Pseudomonas fluorescens e Entrophospora
colombiana utilizados para o controle do agente causador da “murcha” em feijdo,
Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli, Avendafio & Rondon (2006) detectaram que
Trichoderma sp. sozinho foi o tratamento que apresentou melhor protecdo para planta.
Morsy et al. (2009) testaram Trichoderma viride no controle de Fusarium solani em

tomate e obtiveram resultados promissores tanto para o estimulo de crescimento quanto
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no controle do patogeno, além de ser observado aumento na produtividade e melhoria
na qualidade nutricional da planta.

O género Calonectria ainda ndo foi reportado como produtor de substancias
herbicidas. Contudo, ja é descrito na literatura a existéncia de fungos endofiticos
produtores de metabdlitos secundarios da familia Nectriaceae, a qual abriga
Calonectria. Segundo Guu (2007), fungos da familia Nectriaceae constituem um grupo
diverso e inclui espécies endofiticas, fitopatogénicas ou saprébias. Um estudo quimico
de fungos endofiticos associados a plantas do bioma Caatinga foi realizado e
caracterizados metabolitos ndo volateis produzidos por 10 fungos da familia
Botryosphaeriaceae e um de Nectriaceae (OLIVEIRA, 2017). Dentre os géneros
pertences a Nectriaceae destaca-se Fusarium, que abriga diferentes espécies e linhagens
capazes de produzir muitos metabolitos bioativos.

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo e entre eles o
glifosato é o herbicida mais comercializado no pais (Brasil, IBAMA, 2018). De acordo
com o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2019), a chance destes agrotoxicos
atingirem o solo e as aguas € muito grande devido precipitacdo pluviométrica, que
promove a contaminacdo dos lengois freaticos. Além disso, 0 uso inapropriado de
herbicidas tem provocado a evolugcdo dos casos de resisténcia por diversas ervas
daninhas (KARAM, 2018). Com isso, 0 emprego dos herbicidas naturais, produzidos
por meio de metabdlitos secundarios isolados a partir de fungos endofiticos, passe a ser

uma alternativa para reduzir os impactos ao meio ambiente.

6.3. Atividade leishmanicida

O extrato do isolado UFMGCB 15290 mostrou-se potencialmente ativo contra
formas amastigota de L. amazonenses e formas intracelulares de L. brasiliensis e por
isso, torna-se um alvo interessante para futuros estudos na investigacao e caracterizagao
de possiveis substancias ativas. Apesar das diversas tentativas de identificacdo do taxon
UFMGCB 15290, ndo foi possivel alcancar um resultado satisfatério nas anélises das
sequéncias de seu DNA obtidas. Segundo Fulton et al. (1995), a dificuldade de
identificacdo de alguns fungos pode estar relacionada com a degrada¢do do DNA no
processo de extracdo ou até mesmo a indisponibilidade de uma regido que pode estar
ocupada por uma biomolécula, impossibilitando a amplificacdo na etapa de PCR. Para

aqueles que chegam a amplificar, a ndo identificacdo pode estar relacionada com a etapa
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de purificagdo dos amplicons, que deve garantir a eliminacdo dos residuos de primer,
solvente e de DNA ndo amplificado, aumentando a qualidade das sequéncias produzidas
na PCR.

Diversos trabalhos tém sido realizados com objetivo de explorar o potencial
biotecnoldgico da comunidade de fungos endofiticos na busca de metabdlitos bioativos
contra Leishmania. Santiago et al. (2012) isolaram 564 fungos endofiticos de
Deschampsia antarctica E. Desvaux e Colobanthus quitensis F. Bartling provenientes
da Antartica, que foram avaliados quanto a sua capacidade leishmanicida contra a forma
promastigota de L. amazonenses. Destes, 12 extratos flngicos inibiram a proliferacéo
do parasita com ICso entre 0,2 e 12,5 pg mL™. J& Campos et al. (2008), isolaram o
fungo endofitico Cochliobolu sp. (UFMGCB-555) da planta Piptadenia adiantoides J.F.
Macbr (Fabaceae) e seu extrato apresentou atividade leishmanicida inibindo 90% das
formas amastigotas de L. amazonensis. Posteriormente, estes autores determinaram que
as substancias coclioquinona A e isococlioguinona A foram as responsaveis pela
atividade leishmanicida.

O estudo e a caracterizacdo de moléculas que atuam inibindo o parasita tem se
tornado também um foco de estudo. Cota et al. (2018), isolaram as substancias acido
10-acetil tricoderdnico, acido 6’-acetoxipiliférmico e acido hidroheptelidico a partir do
fungo endofitico Nectria pseudotrichia associado a planta Caesalpinia echinata J.
Lamarck. Estas substancias apresentaram atividade contra a forma amastigota de L.
braziliensis, com valores de 1Cs de 21,4, 28,3 e 24,8 uM, respectivamente. Alves et al.
(2018), isolaram lipases dos fungos endofiticos Vermisporium-like, Emericella
nidulans, Dichotomophtora portulacae e Dichotomophtora boerhaaviae associados as
sementes da planta Jatropha curcas C. Linnaeus e avaliaram o seu potencial
leishmanicida contra L. amazonensis. Todos os extratos inibiram a proliferacdo celular
em uma concentracdo de 5 mg mL™, exibindo efeito antiproliferativo igual ao padrdo
glucantime apds de 24 horas.

Estimativas apontam haver no mundo 12 milhGes de pessoas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, estando 350 milhGes de pessoas em 88 paises em
situacdo de risco (MARTINEZ et al., 2011). De acordo com o Ministério da satde do
Brasil, no periodo de 2001-2012, dos 40.883 casos de leishmaniose visceral notificados,
2.669 levaram ao 6bito, evidenciando-se assim, o grave problema de saude publica no

ambito nacional e mundial decorrente de infecc¢des por este parasita (RAMOS, 2013). A
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busca por novos metabdlitos leishmanicidas tem gerado grande investimento nas
pesquisas atuais, portanto a partir dos resultados aqui apresentados, fica evidente a
possibilidade de utilizacdo de fungos endofiticos como fonte promissora para estas

novas moléculas e a necessidade aparente de estudos mais aprofundados nessa area.

6.4. Atividade tripanocida

Os extratos dos isolados pertencentes ao género Diaporthe e Leptobacillium
mostraram-se potenciais quanto a producdo de metabdlitos bioativos tripanocidas. Em
se tratando do potencial biotecnologico dos fungos endofiticos como uma fonte
promissora de prot6tipos para o desenvolvimento de novos farmacos, diversos estudos
ja foram realizados objetivando a avaliacdo de extratos fungicos com possivel atividade
contra T. cruzi. Guimardes (2008) ao realizar a prospeccdo bioldgica em fungos
endofiticos associados a Viguiera arenaria Baker verificou que o extrato VA14A (1 mg
ml™) exibiu um bom nivel de atividade (95%) frente &s enzimas gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase de T. cruzi. Cota et al. (2008) verificaram que 0 extrato organico da
cultura de Alternaria sp., isolado de Trixis vauthieri A. Candolle, foi capaz de inibir a
atividade da enzima TryR de T. cruzi em 99%, quando testado a uma concentragéo de
20 pg mL™. Amorim (2018) testou a atividade tripanocida de 233 fungos endofiticos
provenientes da planta Lafoensia pacari e 14 deles apresentaram atividade frente ao
parasita, dos quais Valsariaceae sp. (ICsq 25,5 pg mL™), Coniothyrium sp. (ICso >5 pg
mL™), Aspergillus aculeatus (ICsp 9,1 pg mL™?) e UFMGCB11413 (ICso <5 pg mL™)
demonstraram as melhores atividades.

Espécies do género Diaporthe sdo frequentemente encontrados em associacao
com plantas medicinais e 0 seu potencial na producdo de metabdlitos bioativos ja foi
descrito (CARVALHO et al., 2012; VIEIRA et al., 2014; SILVA-HUGHES et al.,
2015). Ferreira et al. (2015) investigaram a comunidade de fungos endofiticos
associados a planta medicinal Carapa guianensis J. Aublet e seu potencial para a
producdo de substancias bioativas. Dos 162 fungos endofiticos isolados, as espécies
Diaporthe cf. mayteni e Endomelanconiopsis endophytica apresentaram alta atividade
contra as formas amastigotas de T. cruzi. Oliveira et al. (2017) produziram 23 extratos
de fungos endofiticos isolados da semente e raizes de Paullinia cupana K. Kunth e
avaliaram sua acdo tripanocida. Entre eles, 19 extratos se mostraram ativos frente a

forma epimastigota do parasita, sendo os isolados Marianna camptospora, Xylogone
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ganodermophthora, Fusarium solani, Gibberella zeae, Glomerella acutata e Diaporthe
phaseolorum o0s que apresentaram maior atividade tripanocida. Para Marianna
camptospora e Xylogone ganodermophthora foram obtidos percentuais de lise
parasitaria de 100% quando comparados ao padrdo benzonidazol, mesmo na menor
concentracdo avaliada (10 pg mL™).

N&o foram encontrados relatos na literatura que descrevam espécies do género
Leptobacillium com atividade contra T. cruzi. Porém estudos relatam a existéncia de
fungos entomopatogénicos da ordem Hypocreales, a mesma de Leptobacillium,
produtores de metabdlitos secundarios utilizados no controle bioldgico de insetos e
pragas. Este € o caso de Beauveria bassiana, endofitico do milho que protege o
hospedeiro contra o ataque de insetos a partir da producdo de metabolitos secundarios
(BING & LEWIS 1993; WAGNER & LEWIS 2000; PIMENTEL, 2001).

A doenga de Chagas é uma enfermidade com elevada carga de mortalidade
afetando aproximadamente sete a oito milhdes de individuos. Estima-se que mais de 90
milhdes de pessoas estejam em risco de infeccdo pelo agente etioldgico da doenca
(COURA & DIAS 2009; WHO, 2014b; VAZQUEZ et al., 2015). Os atuais
medicamentos utilizados no tratamento da doenca apresentam eficacia limitada,
possuindo mais efeito na fase aguda da doencga e estdo associados a presenca de efeitos
colaterais graves, o que leva ao abandono no tratamento por muitos pacientes
(GUEDES et al., 2011; SOUSA, 2018). Os resultados apresentados no presente trabalho
demonstram a existéncia de fungos endofiticos com potencial atividade biotecnolégica
contra T. cruzi, sendo necessarios estudos futuros para o conhecimento e a aplicacéo das
moléculas bioativas que possam ser utilizadas para o desenvolvimento de novos

farmacos Uteis no tratamento da doenca.

6.5. Desreplicacdo: andlise quimica dos metabdlitos bioativos

A anélise cromatografica das fragdes ativas extrato bioativo de Diaporthe sp.
UFMGCB 15138 identificou a substancia ativa como um dimero de xantona,
Entretanto, serd necessario o isolamento e a caracterizacdo da substancia por meio de
técnicas mais refinadas, como ressondncia magnética nuclear (RMN), para assegurar
certificacdo da identificacdo da molécula. Substancias como dicerandrol e fomoxantona,
pertencentes a esta classe de substancias quimicas, ja foram isoladas de fungos

endofiticos e suas atividades biologicas descritas na literatura. Erbert et al. (2012)
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descreveram dois metabdlitos secundérios, dicerandrol C e acido micofendlico, isolados
do fungo endofitico Phomopsis longicolla obtido da alga vermelha Bostrychia radicans.
O dicerandrol C revelou acdo antimicrobiana contra S. aureus (ATCC 6538) e S.
saprophyticus (ATCC 15305), com MIC de 1 e 2 pg mL*%, respectivamente.
Dicerandrol A, B e C isolados a partir de P. longicolla obtido da planta Dicerandra
frutescens L. Shinners apresentaram zonas de inibicdo de 11, 95 e 8,0 mm,
respectivamente, contra Bacillus subtilis e 10,8, 9,5 e 7,0 mm e contra S. aureus,
quando testado em 300 pg disco™ (DESHMUKH et al., 2015). Phomopsis sp. HN'Y29-
2B isolado do ramo de Acanthus ilicifolius C. Linnaeus coletada na China foi relatado
como fonte de dicerandrol A, dicerandrol B, dicerandrol C e penexantone A.
Dicerandrol A exibiu atividade citotoxica de amplo espectro contra as linhagens de
células cancerigenas, MDA-MB-435 (mama), HCT-116 (col6n), Calu-3 (pulmao) e
Huh7 (figado) com valores de ICso de 3,03, 2,64, 1,76 e 4,19 uM, respectivamente.
Dicerandrol B exibiu atividade citotdxica contra MDA-MB-435, HCT-116, Calu-3 (ICsg
<10 uM) e efeitos citotdxicos menos acentuados na linhagem celular epitelial da mama
humana (DING et al., 2013). Isaka et al. (2011) utilizaram o endd6fito Phomopsis sp.
BCC depositado na colecao de cultura BIOTEC e isolaram duas xantonas, fomoxantona
A e B. Estes dois compostos exibiram significante atividade contra Plasmodium
falciparum (ICso 0,11 e 0,33 pg mL™*, respectivamente) e contra Mycobacterium

tuberculosis (ICs, 0,50 e 6,25 pug mL™, respectivamente).
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7. CONCLUSOES

A extensa diversidade de plantas medicinais presentes nos diferentes biomas
naturais do Brasil representa um rico reservatorio de fungos endofiticos, os quais
possuem potencial de produzir metabdlitos secundarios bioativos que podem ser
utilizados em processos biotecnoldgicos Uteis na medicina e agricultura. C. ipecacuanha
faz parte desse cenario da rica biodiversidade brasileira e se mostrou um reservatorio
natural de fungos endofiticos produtores de moléculas bioativas, em especial contra
agentes causadores de DTNs e também herbicidas. Por isso, estes fungos podem ser
considerados bons candidatos para estudos fermentativos e quimicos mais detalhados
para obtencdo e caracterizacdo das substancias ativas capazes de controlar DTNs e

herbicidas para uso na agricultura.
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