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RESUMO



O aumento da resisténcia de microrganismos aos antibioticos usualmente utilizados tem sido a
causa de grande preocupacdo tanto na area de salde humana, quanto na agricultura. No Brasil,
microrganismos super-resistentes (sepse) em hospitais sdo a principal causa de morte por
infeccbes generalizadas, sendo considerados um problema de sade publica. Ja na agricultura,
0 combate aos microrganismos fitopatogénicos véem causando diversos impactos ambientais
pelo uso indevido e exagerado de agroquimicos. Portanto, o presente trabalho tem como
objetivo isolar e elucidar moléculas com potencial antibiético provenientes de fungos
endofiticos associados a espécie Moringa oleifera Lam. Foram isoladas 32 linhagens de
diversas partes da planta (folha, caule, semente e flor). Os endéfitos foram crescidos por sete
dias em pequena escala, com 05 placas de Petri em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar),
cortados aleatoriamente e transferidos com o meio de cultura para frascos de 500 mL contendo
100 mL de acetato de etila. Apds 24 horas de extragdo em mesa giratoria orbital a 190 rpm, e
uma hora de sonicagdo, foram submetidos a secagem da fase orgénica em rotaevaporador a
vacuo, obtendo-se os extratos brutos. Estes foram solubilizados com metanol:agua (95:5) na
concentracdo de 20 mg/mL, submetidos a extragdo em fase solida em cartucho Sep-Pak (19
silica C-18) e analisados através de Cromatografia Liquida Ultra Rapida com Detector de
Arranjo de Diodos em método de gradiente exploratorio [coluna C18 analitica, metanol:agua
(5:95) a (100:0) em 40°]. Posteriormente, 21 linhagens foram testadas e submetidas a ensaios
antimicrobianos de difusdo em agar frente a cinco linhagens de bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e cinco de
fungos leveduriformes (Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida
tropicalis ATCC 25922, Candida glabrata ATCC 90030 e Candida parapsilosis ATCC
40058), patdgenos humanos, respectivamente, cultivados a 37°C por 24h (bactérias) e 48h
(fungos), e posteriormente preparadas suspensfes aquosas a partir das coldnias crescidas,
seguindo a escala de 0,5 (fungos) e 1,0 (bactérias) de MacFarland. A analise dos cromatogramas
preliminares possibilitou a selecdo dos fungos MOS02, MOF32, MOC07 e MOCQ9 para
continuidade do trabalho. Estes foram novamente cultivados em maior escala em BDA (50
placas de Petri) obtendo-se 1493,5 mg (extrato bruto); 638,0 mg; 1040,5 mg; e 604,0 mg,
respectivamente, apds extracdo com AcOEt e secagem. Nao houve resultados promissores em

relacdo aos testes de antibiose contra os patdgenos humanos.

ABSTRACT



Increased resistance of microorganisms to commonly used antibiotics has been a major concern
in both human health and agriculture. In Brazil, over-resistant microorganisms (sepsis) in
hospitals are the leading cause of death from generalized hospital infections, being considered
a public health problem. In agriculture the fight against phytopathogenic microorganisms has
been causing several environmental impacts due to the improper and exaggerated use of
agrochemicals. Therefore, the present work aims to isolate and elucidate molecules with
antibiotic potential from endophytic fungi associated with the Moringa oleifera Lam. species.32
fungi strains were isolated from different parts of the plant (leaf, stem, seed and flower).
Endophytes were grown for seven days on a small scale with 05 Petri dishes in PDA (Potato-
Dextrose-Agar) medium, randomly cut and transferred with culture medium to 500 mL
Erlenmeyers flask with 100 mL ethyl acetate. After 24 hours of extraction on the orbital shaker
at 190 rpm, and one hour of sonication, the organic phase was subjected to vacuum evaporator
rotation, obtaining the crude extracts. These were solubilized with methanol:water (95:5) at a
concentration of 20 mg/mL, subjected to solid phase extraction in Sep-Pak cartridge (1g silica
C-18) and analyzed by Ultra Fast Liquid Chromatography - Photodiode Detector Array (UFLC-
PDA) in exploratory gradient method [analytical C18 column, methanol:water (5:95) to
(100:0), 407. Subsequently, 21 strains were tested and subjected to antimicrobial agar diffusion
assays against five strains of bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
and Enterococcus faecalis ATCC 29292), and five yeast fungi (Candida albicans ATCC 10231,
Candida krusei ATCC 6258, Candida tropicalis ATCC 25922, Candida glabrata ATCC 90030
and Candida parapsilosis ATCC 40058), human pathogens, respectively, cultured at 37°C for
24h (bacteria) and 48h (fungi), and thereafter, aqueous suspensions were prepared from the
grown colonies following the MacFarland 0.5 (fungus) and 1.0 (bacteria) standards. The
preliminary chromatogram analysis allowed the selection of the fungi MOS02, MOF32,
MOCO07 and MOCO09 for continuity of the work. These were again cultivated on a larger scale
in PDA (50 Petri dishes), yielding 1493.5 mg (crude extract); 638.0 mg; 1040.5 mg; and 604.0
mg, respectively, after extraction with EtOAc and drying. There were no promising results

regarding antibiosis tests against human pathogens.
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1 - INTRODUCAO

Desde a antiguidade o homem tem utilizado plantas no tratamento de doencas,
principalmente em paises subdesenvolvidos, onde para a maioria da populacéo carente esta € a
Unica terapia disponivel (SAHAR et al., 2015). Desta forma, mediante a abundancia de espécies
vegetais com grande potencial terapéutico no Brasil, juntamente com sua comunidade
microbiana, a investigacdo de novas substancias capazes de combater enfermidades torna-se
promissora e necessaria, uma vez que os farmacos disponiveis frequentemente apresentam
ineficiéncia devido a resisténcia dos microrganismos.

Esse problema também se estende para a agricultura, uma vez que o0 aumento da
resisténcia de fitopatdgenos aos defensivos agricolas tem sido a causa de enormes prejuizos em
grandes culturas como a soja e o0 milho (DE SOUZA et al., 2015). Neste contexto, pesquisas
em Quimica de Produtos Naturais se apresentam como uma alternativa historicamente bem
sucedida para a descoberta de novos principios ativos (JOSEPH e PRIYA, 2011; SCOSSA et
al., 2018).

De acordo com POLLI et al., (2012), as pesquisas em quimica de produtos naturais vém
aumentando significativamente, revelando novas moléculas bioativas que causam menos
efeitos colaterais a salde da populacdo e ao meio ambiente. Trabalhos desta natureza sdo de
suma importancia, pois ainda sdo pouco explorados considerando a biodiversidade disponivel
no Brasil.

Dentre a uma enorme variedade de plantas medicinais disponiveis e conhecidas, se
destaca a Moringa oleifera, uma das 14 espécies da familia Moringaceae, amplamente
difundida devido as suas funcdes terapéuticas, como antibacteriana, antipirética, anti-
inflamatoria, antiulcerosa, antioxidante, no controle do colesterol e tratamento de céncer
(NICKON et al., 2003; ANEY et al., 2009; TILOKE et al., 2018; ALEGBELEYE, 2018).

Associados a estas plantas estdo os fungos endofiticos, que sdo encontrados nos espacos
intercelulares em seus tecidos, da qual vivem de forma simbidtica, oferecem protecdo contra
patdgenos e potencializam o crescimento e a resisténcia do hospedeiro devido a producédo de
metabolitos secundarios (SUDHA et al., 2016). Essas substancias apresentam caracteristicas
antibacterianas, antifungicas, citotoxicas, citoliticas, entre outras, (CARBUNGCO et al, 2017)
como Phomopsis cassiae, isolado das folhas de Bauhinia variegata, que produz sesquiterpenos
da classe dos cadalenos e calamenos, e policetideos com atividades contra fungos
fitopatogénicos (ZANARDI et al., 2012). Apesar dos diversos estudos envolvendo a espécie

Moringa oleifera, o conhecimento sobre o potencial dos metabdlitos secundarios produzidos
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por seus organismos endofiticos, contra microrganismos patogénicos, ainda é limitado
(TORRES-CASTILLO et al., 2013).

Neste contexto, da-se a importancia do estudo quimico destas substancias para o
posterior desenvolvimento de novos farmacos e defensivos agricolas com baixo impacto
ambiental (SANTOS et al., 2013). Assim, a bioprospeccao de moléculas bioativas provenientes
de fungos endofiticos se torna uma alternativa promissora para o controle de fitopatdgenos e
patégenos humanos.

Considerando essas caracteristicas, o objetivo do trabalho foi estudar os fungos
endofiticos isolados de diversas partes da planta Moringa oleifera (folha, caule, semente e flor),
com relacdo a capacidade antagdnica frente a microrganismos patégenos humanos e
fitopatogenos, e posterior isolamento e elucidagéo de moléculas bioativas presentes nos extratos
brutos dos endofitos, utilizando as técnicas analiticas de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia e Ressonancia Magnética Nuclear, respectivamente.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Caracteristicas quimicas de Moringa oleifera e seus enddfitos

A Moringa oleifera ¢ originaria da India e pertence a familia Moringaceae, constituida
por 14 espécies. Possui grande potencial terapéutico, da qual é conhecida e difundida
mundialmente gracas as suas caracteristicas peculiares, podendo ser utilizada desde alimento
até tratamento de varias enfermidades. Esta espécie apresenta acao antioxidante, antibacteriana,
antifingica, antiglicémica, antiasmética, neuroprotetora, cardioprotetora, antiinflamatdria,
diurética, redutora de colesterol, analgésica, hepatoprotetora, atuando também no controle de
hipertensdo e prevencdo de cancer (TILOKE et al., 2018; MADI, 2016; RAVANI, 2017;
UPHADEK et al., 2018).

Suas folhas séo utilizadas como alimento (Figura 1), sendo ricas em nutrientes, e suas
sementes sdo exploradas para a extracao de biodiesel e purificacdo da agua de maneira natural,
a partir da floculagdo e sedimentacdo (SILVA et al., 2013). Estudos fitoquimicos revelam a
presenca de polifenois, alcaldides, taninos e flavonoides, além de apresentarem vitaminas,
minerais e carotendides (KALAISELVI et al. 2018).

Figura 1 — (A) Frutos, (B) sementes e (C) arvore de Moringa oleifera. Fonte: PAIKRA et al., 2017.



21

A arvore cresce rapidamente e tem resisténcia a seca, de porte arbéreo entre 10 a 12 m
de altura e pode ser cultivada em uma variedade de condigdes do solo, preferindo arenoso ou
argiloso bem drenado, geralmente neutro a levemente acido (pH 6,3 a 7,0 ) (UPHADEK et al.,
2018).

Cultivada em diversas regifes do mundo, desde paises com clima tropical e subtropical,
até locais de clima frio, devido sua alta resisténcia e adaptacdo aos mais diversos climas. No
Brasil, é encontrada em maior nimero na regido Nordeste (TILOKE et al., 2018; SILVA et al.,
2013).

Sob a optica microbiana de M. oleifera, estudos anteriores apresentaram resultados
promissores de atividade antifliingica a partir do isolamento do fungo endofitico Nigrospora sp.
LLGLMOO03, onde através de investigacdo quimica e biologica, foram identificados quatro

compostos: griseofulvina (1), 8-dihidroramulosina (2), griseofulvinadecloro (3), e melleina (4)
(Figura 2) (ZHAO, 2012; KE et al., 2006; CARBUNGCO et al., 2017; ILANKO et al., 2019).

Figura 2 - Estruturas dos compostos: griseofulvina (1), 8-dihidroramulosina (2), griseofulvinadecloro (3), e
melleina (4). Fonte: ZHAO, 2012.
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2.2 — Fungos como produtores de substancias de uso medicinal

O Reino Fungi possui diversas espécies produtoras de metabdlitos especiais com vérias
finalidades, como os antibidticos penicilinas  (Penicillium sp.), ciclosporinas
(imunossupressoras), estatinas (redutoras de colesterol) e cefalosporinas (antibacteriano), além
de antiparasitarios, antiglicémicos, inseticidas, antivirais, antitumorais, entre outras (KATOCH
etal., 2017).

De acordo com Bérdy (2012), a partir do inicio dos anos 80 a importancia dos fungos
como produtores de metabdlitos secundarios aumentou continuamente até 55% devido ao
interesse dos fungos endofiticos. Atualmente, o maior grupo de metab6litos microbianos é
produzido por fungos (45%), que incluem basidiomicetos (cogumelos; 11%) e organismos
eucarioticos microscopicos (33%), tais como fungos filamentosos, incluindo Penicillium,
Aspergillus e Trichoderma entre outras espécies.

Devido sua ampla producdo de substancias de interesse biotecnologico, essas espécies
vém sendo utilizadas em diversos setores, sobretudo nas industrias farmacéuticas (ABREU et
al., 2015), onde a demanda de pesquisas para a producdo de medicamentos provenientes de
metabolitos de fungos tem aumentado nas ultimas decadas, comparados as plantas, pois além
da grande variedade de metabolitos produzidos, possibilitam o controle das condi¢bes de
crescimento (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.3 — Uso de fungos na agricultura

A busca por alternativas ecologicamente viaveis e a consciéncia ecologica no uso de
pesticidas tem direcionado pesquisas que visam testar produtos naturais de menor impacto,
visto que agroquimicos de origem sintética sdo responsaveis pela contaminacao do solo, lencol
freatico, efeitos teratogénicos e cancerigenos sobre humanos, além de favorecerem o
aparecimento de patdgenos resistentes (REMUSKA e DALLA PRIA, 2007; SHIOMI et al.,
2008).

Com o aumento da resisténcia entre fitopatdgenos nas principais monoculturas (soja,
milho e algodao), responsaveis por um crescente prejuizo econdémico em todo o pais, novos
principios ativos vém sendo isolados provenientes de fungos, como o tacrolimus (Prograf®),
rapamicina (Rapamune®) e espinosinas, e sdo amplamente utilizados na agricultura (BERDY,
2012; BARRA et al., 2009).
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Diversas espécies de fungos atuam no controle biolégico na agricultura, como
Trichodermas (Quadro 1) e Metharhizium, como herbicidas, inseticidas e antiparasitarios
(AZEVEDO et al., 2002; MACHADO e SILVA, et al., 2013).

Atualmente existem varios agroquimicos provenientes de fungos como as destruxinas
(inseticidas) produzidas por Beauveria felina e estrobirulinas (fungicidas) por Strobilurus
tenacellu (OLIVEIRA et al., 2006; DEMUNER et al., 2006).

Quadro 1 — Substancias produzidas por Trichodermas e suas atividades.
Substancias Atividades
Gliotoxina, viridina, trichodermina, suzucacilina,
alameticina e dermadina
Enzimas hidroliticas extracelulares Antagonista
Degrada enzimas sintetizadas

Antibidtica

Proteases .
pelo patdégeno
Quitinases, glucanases e peroxidases Inducdo de resisténcia
Acido indolacético (auxina) Promocéo de crescimento
Sideréforos Solubilizacéo

Adaptado de: Machado et al., 2012.

2.4 — Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem nos tecidos intracelulares das
plantas, de forma simbio6tica sem causar qualquer dano ao hospedeiro, amplamente conhecidos
por produzirem substancias com propriedades terapéuticas (antifungicos, antibacterianos,
anticancerigenos, entre outros). (CARVALHO et al., 2012; ROSA et al., 2010 e VIEIRA et al.,
2012).

Embora haja registros de microrganismos endofiticos no final do século XIX, os
mesmos comecaram a ser estudados com interesse académico nos anos 70, aonde vem
ganhando grande importancia nos ultimos anos. Devido seus diversos beneficios, como
protagonistas na producdo de substancias capazes de promover a protecdo contra herbivoria e
na fixacdo e producdo de nutrientes auxiliares no desenvolvimento e crescimento de plantas
(AZEVEDO, 1998; AZEVEDO, 1999).

Atuam de maneira excepcional, auxiliando nos sistemas nutricionais, hormonais e de
defesa contra possiveis predadores, devido a producédo de metabdlitos primarios e secundarios
gue asseguram a sobrevivéncia, desenvolvimento e protecdo da planta hospedeira. A partir de
estudos desenvolvidos com esses microrganismos, foi possivel a descoberta de moléculas com
diversas bioatividades. Desta forma, os endofitos passaram a ser uma fonte potencial de

principios ativos naturais para a sintese de novos farmacos e agroquimicos de baixo impacto
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ambiental, e como alternativa para sistemas de producdo agroecoldgicos economicamente
sustentaveis (SANTOS e VARAVALLO, 2011; VENTUROSO et al, 2011).

Diversos trabalhos de pesquisa visaram o isolamento de moléculas potencialmente
ativas no combate a fungos patogénicos e fitopatdgenos, como o estudo realizado por Elkhayat
e Goda (2017), onde foram isolados compostos do fungo endofitico do género Penicillium sp.
a partir das folhas da planta Senecio flavus (Asteraceae) apresentando atividades antifingica e

anticancerigena (Figura 3).

OH O OH O

OH O

Figura 3 — Compostos isolados do fungo endofitico do género Penicillium sp. a partir das folhas da planta
Senecio flavus (Asteraceae): 4-metilmelleina (1), 4-hidroximelleina (2), 6-hidroximelleina (3), tirosol (4),
cervesterol (5), stigmast-4-en-3-ona (6). Fonte: ELKHAYAT e GODA, 2017.

Moléculas isoladas a partir do fungo Fusarium oxysporum atuam no controle dos
nematoides Meloidogyne incognita (Martinuz et al., 2013) sendo este efeito atribuido a
mecanismos de resisténcia induzidos por metabolitos secundarios de fungos endofiticos (Figura
4) (BOGNER et al., 2017).
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Figura 4 — Compostos isolados do fungo endofitico da espécie Fusarium oxysporum contra o nematdide
Meloidogyne incognita: gibepirona D (1), gibepirona G (2), acido indol-3-acético (3), éster metilico do acido indol-
3-acético (4). Fonte: BOGNER et al., 2017.

Fungos endofiticos isolados de orquideas mostraram atividade antifingica contra
Fusarium sp., Colletotrichum sp. e Curvularia sp., sendo o endofito CX F05-5 isolado da flor

de Dendrobium lindleyi o que apresentou maiores niveis de atividade contra Fusarium sp.
(Figura 5) (BUNGTONGDEE et al., 2019)

CKFO5-5 (Fusarium sp.)

Figura 5 — Teste de antibiose do endéfito CKF05-5 (a esquerda), isolado da flor de Dendrobium lindleyi, contra
o fungo patogénico do género Fusarium sp. (& direita). Fonte: BUNGTONGDEE et al., 2019.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS UTILIZADOS E EQUIPAMENTOS

3.1.1 — Reagentes

No processo de extragdo a partir da suspensdo micelar foi utilizado acetato de etila
99,5%; alcool metilico (MeOH) da marca QUEMIS®. Para verificar a seletividade da separacio
por CCDC e cromatografia em coluna aberta foram utilizados: éter etilico 99,5%; hexano
99,5%; cloroférmio 99,5%; diclorometano 99,5%, todos da marca QUEMIS®. Nas leituras em
CLAE foi utilizado alcool metilico HPLC 99,8% também da marca QUEMIS®.

3.1.2 — Cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC)

Foram utilizadas cromatoplacas de silica de fase normal AL SIL G/UV254 da marca
Whatman®, 20x20 cm. Foram testados sete sistemas de solventes para a verificagio da
seletividade: metanol, acetato de etila e hexano (15:35:50, V/V/V); metanol e cloroformio
(10:90); metanol e diclorometano (20:80); metanol, éter etilico e hexano (10:40:50); metanol e
acetato de etila (15:85); metanol, cloroférmio e hexano (15:35:50); e metanol, cloroférmio,
acetato de etila e hexano (20:30:25:25). As manchas foram visualizadas em camara de UV nos

comprimentos de onda 254 e 365 nm.

3.1.3 — Cromatografia em coluna aberta

Para cromatografia em coluna foi utilizado silica em fase normal (40-63 pum, 230-400
mesh) SiliaFlash® F60 da marca SILICYCLE UltraPure SILICA GELS.

3.1.4 - (Clean-up) amostras para CLAE

Os extratos brutos AcOEt foram submetidos a clean-up, sendo utilizado um cartucho
Sep-Pak (1 g/ 6 mL) com C18 da marca Silicycle®.

3.1.5 — Sistema de cromatografia liquida ultra rapida com detector de arranjo de diodos
(UFLC-DAD)

O cromatdgrafo utilizado foi o Prominence UFLC modelo LC-20AD do fabricante

Shimadzu (Figura 6) com o detector DAD operando de 190 a 800 nm.
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Figura 6 — Sistema de Cromatografia Liquida Ultra Rapida (UFLC) modelo Prominence LC-20AD - Shimadzu.
Fonte: do autor.

3.1.6 — Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultra-violeta
(CLAE-UV)
O cromatografo utilizado foi o Prominence HPLC modelo LC-6A do fabricante

Shimadzu (Figura 7) com o detector Ultravioleta-Visivel operando de 190 a 800 nm.

Figura 7 — Sistema de Cromatografia Liquida (HPLC) modelo Prominence LC-6AD - Shimadzu. Fonte: do
autor.
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3.2 -SELECAO, COLETA E CLASSIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Foram utilizados os fungos endofiticos isolados e purificados do material vegetal de
Moringa oleifera provenientes da colecdo do Laboratério de Bioprospeccdo de Produtos
Naturais da Universidade Federal de Mato Grosso — Campus de Rondonépolis, sob a supervisdo
da Profa. Dra. Helen Cristina Favero Lisboa (Coordenacdo de Enfermagem — UFMT-
Rondondpolis).

Os fungos endofiticos foram classificados e nomeados em referéncia a parte da planta
hospedeira, sendo: MOF (Moringa oleifera provenientes da folha), MOC (caule), MOS
(semente) e MOFI (flores). Os endofitos de M. oleifera foram preservados em frascos tipo

“penicilina” contendo BDA, sob refrigeracdo a 5 ° C.

3.3- TRIAGEM BIOLOGICA: DETECCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.3.1 — Método do bloco de gelose: antibiose contra patdégenos humanos

Foram reativados 21 endoéfitos da preservacgdo, utilizando o meio BDA em placas de
Petri, crescidos a 37 °C por sete a quinze dias, em duplicata. Apo0s crescimento, 0os micélios
(jJunto com o BDA) foram perfurados com furador cilindrico (8 mm ), e transferidos
individualmente ao centro de outra placa de Petri com BDA, com a face do micélio voltado
para cima, e conduzidos para estufa a 37 °C até que os fungos atingissem entre 15-30 mm de
diametro.

Simultaneamente ao crescimento dos endofitos, foram preparados os meios Mueller-
Hinton-agar e saboraud-dextrose-agar, onde foram inoculados cinco bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e cinco fungos
leveduriformes (Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida
tropicalis ATCC 25922, Candida glabrata ATCC 90030 e Candida parapsilosis ATCC 40058)
com patogenicidade em humanos, respectivamente, e cultivados a 37 °C por 24 horas (bactérias)

e 48 horas (fungos) (Figura 8).
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Figura 8 — Teste de antibiose do endéfito (MOFO06) contra os patdgenos humanos. Fonte: do autor.

Apobs esse periodo, foram preparadas suspensdes aquosas a partir das colnias dos
patdgenos, seguindo a escala de 0,5 (fungos) e 1,0 (bactérias) de MacFarland, onde 0,5
corresponde & 1,5 x 108 células por mL e 1,0 & 3,0 x 103(LENNETTE et al., 1985).

As suspensdes ajustadas foram semeadas (100 uL) com swab estéril nas placas de Petri
contendo os fungos endofiticos, refrigeradas a 4 °C por 4 horas, e levadas a estufa
microbioldgica a 37 °C, sendo medido o halo de inibi¢cdo (em mm) ao redor dos endofitos, apds
24 horas para as bactérias e 48 horas para as Candidas.

Para o controle negativo foi adicionado 10 uL. de DMSO em disco. Como controle
positivo utilizou-se o disco de Gentamicina (20 pg/disco para S. aureus e K. pneumoniae),
Ciprofloxacino (5 pg/disco paraE. coli, P. aeruginosa e E. fecaelis) e Tioconazol (150 pg/disco
para os fungos).

Os resultados foram obtidos através da determinagdo do didmetro dos halos de inibicao

formados ao redor dos discos, sendo considerado atividade antimicrobiana um halo > 9 mm.

3.3.2 — Método de cultura pareada: antibiose contra fitopatdgenos

Foram selecionados aleatoriamente fungos endofiticos das sementes de M. oleifera e
cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, onde foi adicionado 200 uL de
Tetraciclina (5 mg/mL em alcool 95%) / L de BDA. As placas foram incubadas a 27 °C por 11
dias até que o miceélio ocupasse toda a superficie da placa.

O método da cultura pareada utilizado foi o descrito por Romeiro, 2007. Discos de 8
mm do meio com micélio, dos fitopatdgenos e dos endofitos, foram perfurados e transferidos
para placas de Petri contendo BDA, em lados opostos, distanciados aproximadamente a 3 cm,
em delineamento experimental inteiramente casualizado, com duplicatas para cada patégeno

testado.
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Para o controle negativo, os discos dos fungos endofiticos e dos fitopatdgenos foram
inoculados separadamente em placas de Petri, com 0 objetivo de acompanhar o crescimento na
auséncia do provavel antagonista. Foram avaliados diariamente os didmetros das coldnias de
cada tratamento, até que o controle negativo alcancasse a borda da placa (FILIPPI, et al., 2011).

Também foram medidos os halos de inibigdo e comparados com o controle negativo,
através da formula:

RD = (DFA x 100) / (DFC) — 100
Onde:
RD = Redugéo do didametro da colbnia.
DFA = Diametro do fitopatdgeno na presenca do provavel antagonista.

DFC = Diametro do fitopatdgeno sozinho (controle)

Foi selecionado o fitopatdgeno Cercospora sojina (podriddo seca), cedido pela
Fundacdo Mato Grosso — Rondonopolis, que € um dos principais causadores de doencas em
culturas de soja. Este fungo apresenta grande resisténcia a defensivos quimicos e traz prejuizo

econémico para os produtores do estado de Mato Grosso.

3.4 — CULTIVOS DOS ENDOFITOS E OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os endofitos selecionados foram reativados em BDA e incubados por sete a quinze dias.
Apos este periodo, foram novamente inoculados em cinco placas de Petri com 0 mesmo meio
e incubados a 37 °C por 15 dias.

Ao final do periodo de crescimento dos fungos, o meio de cultura foi cortado
randomicamente e transferido para frascos de 500 mL contendo 100 mL de acetato de etila
(Figura 9). Apos 24 horas de maceracdo em mesa giratoria orbital, a 190 rpm, e uma hora de
sonicacao, a fase liquida foi filtrada e seca em evaporador rotatério e jato de ar seco, obtendo-
se 0 extrato bruto AcOEt (SANTIAGO, et al., 2012). Para a obtencdo do extrato do controle
negativo foi realizado o mesmo procedimento, porém usando placas com BDA sem

microrganismo inoculado.
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Figura 9 — Massas micelares em acetato de etila para extracdo dos metabolitos dos fungos MOF21, MOF26,
MOF27 e MOF3L1. Fonte: do autor.

3.5- TRIAGEM QUIMICA: ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO

Para a analise cromatografica por UFLC-DAD os extratos AcOEt foram solubilizados
em MeOH:H»0 (95:5), na concentragdo de 20 mg/mL. Para cada amostra foi utilizado 1 mL do
extrato bruto e submetido ao procedimento de “clean-up” (extragdo em fase sélida) com
cartucho Sep-Pak C18, com 1 mL de MeOH:H20O (95:5) e 1 mL de MeOH HPLC como
eluentes, sendo acondicionados em vials de 1,5 mL. Apos analise cromatografica exploratéria
nas condigdes MeOH: H.0 (5:95) a (100:0) em 40°, coluna analitica C18, 1 mL/min., A = 190
a 800 nm, foram selecionados os fungos endofiticos mais promissores para novo crescimento
em maior escala, associando as informacdes dos cromatogramas (resolucdes, intensidades e
polaridades dos picos cromatograficos) e das massas de extratos obtidas em crescimento em

pequena escala.

3.6 - CRESCIMENTO EM MAIOR ESCALA (SCALE-UP)

Os fungos que apresentaram 0s melhores resultados na etapa de analise de perfil
cromatografico dos extratos foram novamente cultivados em maior escala (50 placas de
Petri/fungo, com 20 mL de meio por placa) e submetidos aos mesmos procedimentos para a
producédo do extrato bruto AcOEt. Os novos extratos foram posteriormente fracionados por
diversas técnicas cromatogréaficas, como cromatografia em coluna, planar e de alta resolucéo,

até a obtencdo de fragdes semi-puras.
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3.7 - FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS DOS EXTRATOS

3.7.1 — Fracionamento do extrato do fungo MOS02

O fracionamento de MOSO02 foi realizado através de coluna cromatografica preparativa
a pressao atmosférica, com de 3,6 cm & e 15 cm de altura, utilizando silica em fase normal (40-
63 pm, 230-400 mesh) como adsorvente, em sistema isocratico com a fase movel
MeOH:AcOEt:Hex (15:35:50), a 2,3 mL/min (Figura 10).

Figura 10 — Fracionamento em coluna aberta do extrato bruto AcOEt do fungo MOS02. Fonte: do autor.

3.7.2 — Fracionamento do extrato do fungo MOC09

O fracionamento de MOCO9 foi realizado com as mesmas condi¢des de separagdo

aplicadas para MOS02, porém com fluxo de 2,6 mL/min.



4 — RESULTADOS

4.1 - REATIVACAO E CRESCIMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Dos 60 fungos endofiticos isolados da Moringa oleifera, associados a diversas partes da
planta (folha, flor, caule e semente), somente 32 linhagens se apresentaram viaveis (Tabela 1)
no processo de reativagdo com BDA, e assim conduzidas aos experimentos (exemplo Figura

11).

Figura 11 — Fungo MOCOQ7 com crescimento em meio BDA: (A) frente da placa e (B) verso. Fonte: do autor.

Tabela 1 — Classificagdo dos fungos endofiticos de Moringa oleifera a partir das partes investigadas (folha, flor,

caule e semente).

Fungos endofiticos

Folha Flor Caule | Semente
MOFO06 | MOFIO1 | MOC02 | MOS01
MOF08 | MOFI02 | MOC03 | MOS02
MOF09 | MOFI0O3 | MOC04 | MOS03
MOF10 | MOFI04 | MOCO07 | MOS04
MOF20 | MOFI05 | MOC09 | MOS05
MOF21 | MOFIO7 | MOC10

MOF24 | MOFI08

MOF26 | MOFI11

MOF27 | MOFI14

MOF30

MOF31

MOF32
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4.2 - TRIAGEM BIOLOGICA: DETECCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.2.1 — Antibiose contra patégenos humanos

Foram testados 21 endofitos frente aos microrganismos patogénicos humanos, onde
foram selecionados aleatoriamente endofitos das folhas, flores e caules, deixando para testes
posteriores os fungos das sementes, através do ensaio de bloco de gelose, como no exemplo da
Figura 12.

Figura 12 — Teste de antibiose em bloco de gelose do fungo (MOF08) com o patdgeno humano Klebsiella
pneumoniae, (A) frente da placa e (B) verso. Fonte: do autor.

Os resultados apresentados (Tabela 2) demonstraram que esta metodologia ndo foi capaz
de detectar halos de inibicdo que pudessem indicar a producédo de possiveis metabolitos com
acdo antibidtica. Desta forma, a auséncia de inibicdo impossibilitou a utilizacdo deste critério

para a selecdo de endofitos para o estudo quimico.

Os resultados obtidos discordam de trabalhos feitos anteriormente que utilizaram
metodologias similares (BOGNER et al.,, 2017; KE et al., 2006), sendo necessario testes
posteriores para adequacdo de novos meios de cultura para melhor desenvolvimento dos

endofitos.



Tabela 2 — Testes de antibiose dos fungos endofiticos da M. olefeira frente aos 10 patdgenos humanos selecionados.

Fungos endofiticos

Patdgenos humanos

S. aureus

. coli

K. pneumoniae

P. aeruginosa

E. faecalis

C. albicans

C. krusei

C. tropicalis

C. glabrata

C. parapsilosis

MOF06
MOFO08
MOF09
MOF10
MOF20
MOF21
MOF24
MOF26
MOF27
MOF30
MOF31
MOF32
MOF33
MOFI01
MOFI02
MOFI03
MOFI04
MOFI05
MOFI07

MOFI08
MOCO02
Controle positivo
Controle negativo
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- resultado negativo.
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4.2.2 — Antibiose contra fitopatdgenos

Somente os fungos MOS01, MOS02, MOS03, MOS04 e MOSO05, provenientes das
sementes da Moringa oleifera, foram avaliados quanto & antibiose frente ao fitopatdgeno
Cercospora sojina, responsavel pela doenca podriddo seca na soja (exemplo, Figura 13), através
do ensaio de cultura pareada.

=]
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Figura 13 — Avaliacdo da antibiose dos fungos da semente da Moringa oleifera frente ao fitopatégeno Cercospora
sojina; A— MOS01 (a direita), B - Cercospora sojina em meio BDA; C — MOS02 (centro). Fonte: do autor.

Nenhum dos fungos endofiticos testados apresentou atividade contra o fitopatdgeno,

empregando essa metodologia (Tabela 3).

Tabela 3 — Teste de antibiose dos fungos endofiticos das sementes de Moringa oleifera contra o fitopatégeno
Cercospora sojina

Fungos das sementes de Moringa oleifera

Fitopatdgeno
MOS01 | MOS02 | MOS03 | MOS04 | MOS05

Cercospora sojina - - - - -

- resultado negativo (sem atividade inibitoria).

A metodologia selecionada foi utilizada em diversos estudos, como o de Machado, et
al., 2012, e de Barra, et al., 2009, onde foi avaliado o antagonismo direto no biocontrole sobre
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum através de testes de antibiose com 45
isolados de bactérias.
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4.3 - OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Apos o protocolo de crescimento em pequena escala (cinco placas de Petri) e extracdo
dos metabdlitos secundérios, os extratos brutos AcOEt foram obtidos e descritos na tabela
abaixo (Tabela 4). Para a obtencdo do controle negativo foi realizado 0 mesmo procedimento,

porém sem microrganismo inoculado.

Tabela 4 — Massas dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados da Moringa oleifera.

- Massa 5 Massa - -
Cédigo extrato Cddigo extrato Cddigo | Massa extrato | Cadigo Massa extrato bruto
do do do bruto AcOEt do
fungo bruto fungo bruto AcOEt fungo (mg) fungo AcOEt (mg)
AcOEt (mg) (mg)
Folha Flor Caule Semente
MOF06 52,5 MOFI01 25,5 MOCO02 113,5 MOS01 19,3
MOF08 52,0 MOFI02 12,4 MOCO03 58,2 MOS02 65,5
MOF09 64,8 MOFI03 12,8 MOC04 149,6 MOS03 29,5
MOF10 18,4 MOFI04 19,1 MOCO07 80,3 MOS04 12,1
MOF20 12,2 MOFI05 25,4 MOC09 55,7 MOS05 12,1
MOF21 38,2 MOFI07 60,7 MOCI10 64,1
Controle
MOFE24 96,5 MOFI08 54,3 negativo 9,4
MOF26| 443 MOFI11 | 544 Controle 8,7
positivo
MOF27 20,4 MOFI14 46,4
MOF30 42,6
MOF31 30,8
MOF32 28,4

MOF (Moringa oleifera folha), MOC (caule), MOS (semente) e MOFI (flor).

4.4 - TRIAGEM QUIMICA

4.4.1 — Analise do perfil cromatografico

As analises dos cromatogramas dos extratos brutos juntamente com suas massas obtidas,
possibilitaram a selecdo dos fungos MOS02 (Figura 14), MOF32 (Figura 15), MOCO07 (Figura
16) e MOCO09 (Figura 17) para o fracionamento cromatografico.

Seus cromatogramas revelaram a presenca de picos bem resolvidos e com alta

absorvidade molar, sendo entdo mais adequados para a separacdo de seus metabdlitos.
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Figura 14 — Cromatograma em gradiente exploratério [C18 analitica, MeOH:H.O (5:95) a (100:0) em 40°, 1
mL/min., A =254 nm] extrato MOS02.
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Figura 15 — Cromatograma em gradiente exploratério [C-18 analitica, MeOH:H,O (5:95) a (100:0) em 40’, 1
mL/min., A = 254 nm] extrato MOF32.
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Figura 16 — Cromatograma em gradiente exploratério [C-18 analitica, MeOH:H,O (5:95) a (100:0) em 40°, 1
mL/min., A = 254 nm] extrato MOCO07.
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Figura 17 — Cromatograma em gradiente explorat6rio [C-18 analitica, MeOH:H,O (5:95) a (100:0) em 40°, 1
mL/min., A = 254 nm] extrato MOCQ9.
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Esses microrganismos foram novamente cultivados em maior escala em BDA obtendo-
se 1493,5 mg (MOS02), 638,0 mg (MOF32), 1040,5 mg (MOCOQ7) e 604,0 mg (MOCQ9) de
extratos brutos. Até 0 momento presente, apenas 0s extratos dos fungos MOS02 e MOC09
foram submetidos a separacdo cromatogréafica em coluna aberta e analisadas suas fragdes. Os

demais extratos serdo fracionados e analisados futuramente por outros pesquisadores do grupo.

4.5 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DO FUNGO MOS02

O fracionamento cromatogréafico do extrato bruto do fungo MOS02 resultou em 48
fracbes de 10 mL, que foram posteriormente analisadas por CCDC, eluidas com
MeOH:AcOEt:Hex (15:35:50).

A analise das cromatoplaca possibilitou o agrupamento de 14 fracdes, sendo
posteriormente analisadas por CLAE-DAD em gradiente exploratério nas mesmas condi¢oes
anteriores. Cada fracdo selecionada foi submetida a uma separacdo prévia em coluna semi-
preparativa via HPLC, onde foram coletadas 17 subfragdes da fracdo MOS02-F23, 04
subfracdes da fragdo MOS02-F26 e 10 subfracbes da fracdo MOS02-F36 (Organograma 1).

Extrato bruto (MOS02)
14935 mg
CLAE-DAD (gradiente exploratério); col.
—or— x » Analitica C18; MeOH:H»O (5:95) até (100:0)
em 407 ImL/min
Fracionamento )
Coluna aberta (Silics 10-
""" > 63 um), gradic 1L/min ¢
McOH: AcOEt:Hex (15:35:5(
48 Fracoes (10mL)
>|  CCDC MeOH:AcOEt:Hex (15:35:50)
14 fracoes
CLAE-DAD (gradiente exploratério)
* condiglo anterior
Fragido 23 Fracio 26 Fracio 36
(79,7 mg) (78,8 mg) (83.8 mg)
. HPLC (semi-preparativa)
| Método isocritico
17 subfracdes 04 subfracdes 10 subfracdes

Organograma 1 - Procedimento geral de fracionamento do extrato bruto do fungo MOS02
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As fragbes MOS02-F23 (79,7 mg) (Figura 18), MOS02-F26 (78,8 mg) (Figura 19) e
MOS02-F36 (83,8 mg) (Figura 20) apresentaram cromatogramas com melhores condicOes de

separagdo das substancias, e assim foram consideradas viaveis para a continuagdo do estudo.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 2.0 3.0 4.0 S0 5.0 7.0 5.0 2.0 10.0 11.0 120 13.0 14.0 15.0 16.0 7.0 15.0 19.0 i

Figura 18 — Cromatograma em método isocratico [C18 analitica, MeOH:H,O (25:75) em 20°, 1 mL/min., A = 221
nm] fragdo MOS02-F23.
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Figura 19 — Cromatograma em método isocratico [C-18 analitica, MeOH:H,O (40:60) em 20°, 1 mL/min., A =
197 nm] fragdo MOS02-F26.
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Figura 20 — Cromatograma em método isocratico [C-18 analitica, MeOH:H,O (50:50) em 20°, 1 mL/min., A =
197 nm] Fracdo MOS02-F36.

Foram avaliadas diversas condi¢cdes cromatograficas com os eluentes MeOH:H20 para
a separacdo dos picos cromatograficos de cada fracdo, visando o isolamento das substancias
com melhores absortividades molares. Contudo, apds vérias tentativas de otimizacdo, ndo
foram bem sucedidas as separacOes das moléculas, impossibilitando os isolamentos e

caracterizacgdes estruturais.
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4.6 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DO FUNGO MOCO09

Apos fracionamento cromatografico do extrato bruto do fungo MOCO09, foram obtidas
50 fracbes de 10 mL e posteriormente analisadas por CCDC com MeOH:AcOEt:Hex
(15:35:50), sendo selecionadas 09 fracdes (fracdo 34 a 42). Estas foram analisadas via CLAE-
DAD em gradiente exploratorio nas mesmas condi¢fes anteriores. Seus cromatogramas
(exemplo figura 21, MOCO09-F38) apresentaram condi¢des adequadas para a separacdo das

substancias, e assim serdo conduzidas ao isolamento em etapas futuras (Organograma 2).

Extrato bruto (MOC09)
604 mg
i CLAE-DAD (gradhente exploratdrio), ool
2 Amalitica CIE; MeOH:H:O (5:95) =
P 100:0) em 407 Imlfmin.
Fracionamento

y
|
Cioduna aberta (Silica fase normal 40- |
1

o

T 63 pm), gradiente 23 mbl/min e
MeOH: AcOErHex (1535500 H

50 Fracdes ( 10ml.)

..... 0D MeldH: AcOEEHex (15:35:50) i

___________ i CLAE-DALY {gradiente exploralorio)
* pondscio antenor

Fracio 34 a fracio 42
(99,6 mg)

Organograma 2 - Procedimento geral de fracionamento do extrato bruto do fungo MOCO09.



42

mAU
30(}227nm‘4nm Tsmth

2004

1004

0

TR T B B B B
0.0 25 50 15 100 125 150 175 200 25 250 215 30.0 325 350 315 400 425 450 415 min

Figura 21 — Cromatograma em método gradiente exploratdrio [C-18 analitica, MeOH:H,O (60:40) a (100:0) em
40’, 1 mL/min., A = 227 nm] Fragdo MOCQ09-F38.

Analisando as fracOes 34 a 42, a fracdo 38 foi a que apresentou a melhor resolucdo dos

picos cromatograficos. Serd necessario em etapa futura o isolamento e purificacdo das
moléculas para a determinacéo estrutural.
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5 - CONCLUSAO

Nos ensaios antimicrobianos, ndo houveram resultados promissores nos testes de
antibiose dos 21 endofitos avaliados contra os patdgenos humanos, sendo imprescindivel a
realizacdo de novos ensaios contra outras linhagens de patdgenos, e a avaliacdo dos demais
endofitos de M. oleifera.

Nos ensaios de antibiose por competicao frente ao fitopatégeno Cercospora sojina, 0s
endofitos testados também ndo apresentaram resultados positivos. Sera necessaria a
continuacdo dos testes para a investigacdo da atividade bioldgica, utilizando outros
fitopatogenos e fungos endofiticos.

Houveram dificuldades nas separacfes cromatograficas, o que impossibilitou o
isolamento das substancias para a elucidacéo estrutural. Desta forma, sera indispensavel a
aplicacdo de novas metodologias para a investigacdo dos metabolitos produzidos pelos fungos
MOS02 e MOCO09.

As substancias isoladas serdo submetidas as tecnicas espectrométricas de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Massas (EM), Espectroscopias de Absor¢do nas
regibes do Infravermelho (IV) e Ultravioleta (UV), para a caracterizacdo estrutural.
Posteriormente, esses compostos também serdo submetidos aos ensaios de deteccdo da
atividade antimicrobiana por halo de inibicdo em disco ou CIM, visando detectar possiveis
atividades antibioticas.

Diante dos resultados alcancados, ndo foi possivel ratificar o potencial dos fungos
endofiticos de M. oleifera como fontes promissoras de moléculas bioativas. Todavia, as
informacGes da literatura sobre o historico dos endofitos para a producdo de novos farmacos e
agroquimicos, conduzem a persisténcia na continuacdo deste trabalho, buscando metodologias

alternativas para o isolamento dos metabdlitos.
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