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Obtencéo de extratos brutos bioativos a partir do cultivo de fungos endofiticos
associados a espécies de Piperaceae
RESUMO

Este trabalho descreve a obtencdo de sete filtrados de fungos endofiticos
associados a Piper tuberculatum. As cepas endofiticas foram cultivadas em 200mL de
meio de batata dextrose (MDB) e mantidos estaticos em temperatura ambiente por 25
dias, ap0s este periodo, os caldos foram separados dos micélios por filtracdo a vacuo
obtendo-se os filtrados. Posteriormente, foram pipetados 1mL de cada filtrado para um
frasco de vidro e levados ao banho-maria e dessecador até a secagem total dos filtrados.
Apdbs estarem secos, os filtrados foram submetidos aos bioensaios frente a larvas de
Aedes aegypti e Mycobacterium tuberculosis. Para 0 ensaio inseticida, o
acompanhamento foi feito durante 72h ap6s aplicacdo dos filtrados, para o ensaio
antimicrobiano utilizou-se microplaca com Alamar Blue como indicador de proliferacdo
celular. Os sete filtrados mostraram-se inativos nos dois ensaios.

Palavras-chave: Bioensaios, filtrados, Piper tuberculatum.
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Obtaining of bioative extracts rude endophytic fungi’s cultivation associated from
species of Piperaceae.

ABSTRACT

This work describes the obtaining of seven endophytic fungi filtrates associated to Piper
tuberculatum. The stumps were cultivated in 200mL of liquid medium cultivation
potato dextrose (PDB), and maintained static under temperature 30 °C for 25 days, after
this period, broths were separated of mycelium for vacuum filtration obtained the
filtrate. It was take out 1mL of each filtrate to flask and put in desiccators and warm
water until the total drying of filtrates. After they were dry, filtrates were submitted to
bioensaios front to larvas of Aedes aegypti and Mycobacterium tuberculosis. For the
insecticide bioessay, the attendance was made during 72:00 after filtrates application,
for the antimicrobial assay, was used Microplate with Alamar Blue as an indicator of
cell proliferation. The seven filtrates were shown inactive in two bioessays.

Key-words: Bioessay, filtrates, Piper tuberculatum.

1. INTRODUCAO

A natureza de um modo geral é responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas bioativas conhecidas. Os microorganismos nesse sentido vém
recebendo atencdo especial por parte da industria e dos pesquisadores da area de
produtos naturais, por ser uma potencial fonte de substancias bioativas com padrdes
moleculares novos e originais, com aplicacbes que incluem antibidticos, tratamento
anticancer, controle bioldgico e outros (Viegas et al. 2006; Abrahao et al. 2013).

Por milhares de anos, as plantas medicinais tiveram um papel significante no

tratamento de uma gama extensiva de condi¢cdes médicas, como por exemplo, as



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

doencas infecciosas. Os efeitos complexos dessas drogas de origem natural na satde sdo
causados através de interagdes multiplas entre enzima e o receptor do organismo além
da complexa mistura de metabolitos bioativos no produto natural extraido (Gonda et al.
2013).

Até recentemente, acreditava-se que a variabilidade de metabdlitos encontrados
nas plantas medicinais vinha apenas do metabolismo vegetal, a contribuicdo
microbioldgica era pouco investigada (Gutierrez et al. 2012). Porém, nas Ultimas
décadas varios estudos tém mostrado o potencial dos metabolitos secundarios bioativos
obtidos de culturas microbioldgicas endofiticas (Radic e Strukelj, 2012).

Os microrganismos endofiticos nesse ambito se referem as bactérias e fungos
que podem ser detectados em um determinado momento vivendo dentro do tecido da
planta hospedeira (Sun et al. 2011; Gutierrez et al. 2012).

Os fungos endofiticos sdo em sua grande maioria fungos filamentosos,
heterotréficos e sua relagcdo ecoldgica com a respectiva planta hospedeira é complexa
(Souza, A. et al. 2004; Yong-Cheng Li e Wen-Yi Tao, 2009). Estudos que investigaram
tais interacfes utilizaram um ndmero limitado de plantas e espécies de fungos, no
entanto os mecanismos desta relagdo ainda permanecem indefinidos (Mugerwa et al.
2013).

O que pode ser percebido nesta relacdo € que ha um equilibrio entre a planta e o
fungo, se esse equilibrio é perturbado sob condigcdes de estresses ambientais essa
relacdo pode ser alterada tornando o fungo um fitopatdgeno para o seu hospedeiro
(Alvarez-Loayza et al. 2011).

Mais de 100 anos de pesquisas sugerem que em ecossistemas naturais a

interacdo com fungos endofiticos e/ ou fungos micorrizicos e a planta/hospedeiro na
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maioria das vezes é simbiontica (Rodriguez et al. 2008). Este termo, simbidntico, foi
primeiramente descrita por Bary 1879, que significa: ‘o vivendo junto de organismos
dissimilares’.

Nesse sentido, ha evidéncia crescente da importancia simbidntica microbiana
entre planta e microbio que pode influenciar as comunidades ecologicas daquele
ambiente, ja que em um ecossistema é de vital importancia as associacdes entre os seres
vivos e estas associacOes simbionticas conferem a ambos os organismos diversas
vantagens de adaptaces e tolerancias ao meio abidtico e bidtico em que estdo inseridos
(Gonda et al. 2013).

Uma das vantagens dessa associacdo que o consenso literario indica, é que a
planta hospedeira fornece abrigo e nutrientes para o fungo, enquanto que o fungo
endofitico beneficia e aumenta o desempenho da sua hospedeira através da excrecao de
metabolitos secundarios como, por exemplo, através da producdo de varias classes de
estruturas quimicas como alcaldides, que promovem a resisténcia a herbivoria,
esterdides, terpendides, isocumarinas, quinonas, fenois (Jiao et al. 2013) que podem
inibir ou matar patdgenos invasores (Gilbert e Hazard, 2011; Mugerwa et al. 2013).

Os fungos endofiticos possuem dois modos de transmissdo, podem ser
transmitidos de forma vertical, ou seja, de uma geragdo para outra atraves das sementes
infectadas ou de forma horizontal através de esporos (Davitt et al. 2011; Xiang Tan et
al. 2006).

Dos endofiticos associados a plantas recentemente informados ja se obteve um
namero significante de extratos ativos em diversos ensaios bioldgicos com centenas de

classes de estruturas de produtos naturais (Guo et al. 2008; Jiao et al. 2013), que podem
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ser usados direto ou indiretamente como agentes terapéuticos contra numerosas
doencas.

Estudos também apontam que os fungos endofiticos sdo capazes de mimetizar a
quimica de seus respectivo hospedeiros e produzir substancias com maior bioatividade
(Kusari et al. 2012), como por exemplo, Pandi et al. (2011) informaram a obtencdo de
taxol por cepas endofiticas Lasiodiplodia theobromae associadas a folhas da planta
medicinal Morinda citrifolia, os extratos desses endofiticos mostraram atividade
contra cancer de mama.

Shweta et al. (2012), em estudos para identificar fontes alternativas de drogas
inibidoras de cancer de colon e de mama, isolaram de Miquelia dentata trés espécies de
endofiticos, identificados como Fomitopsis sp., Alternaria alternata sp. e Phomposis
sp. cujos extratos apresentaram atividades citotoxicas contra células cancerigenas.

Jiao et al. (2013) obtiveram do fungo endofitico Penicillium sp., isolado de
Riccardia multifida (L.) S. Gray, dois novos compostos bioativos que mostraram
inibicdo a germinacdo das sementes de Arabidopsis thaliana.

Zhang et al.(2013), em estudo sobre a doenca infecciosa foliar destrutiva do
milho causado por Setosphaeria turcica, conseguiram isolar dois compostos dos
extratos do endofitico Chaetomium globosum com potencial antiflgico biocontrolador
para agricultura.

Os estudos de Xing et al. (2011) supdem que os metabdlitos de fungos
endofiticos associados a espécie dendrobium pode ser um bactericida em potencial,
assim como Ishii et al. (2013) na qual os extratos do endofitico Trichoderma sp.
exibiram atividade antimicrobiana contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.
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Mahapatra et al. (2013) avaliaram o potencial do endofitico Fusarium solani
sobre radicais livres e seus extratos mostraram significante atividade antioxidante.

A familia Piperaceae consiste nos géneros Piper, Peperomia, Ottonia e
Pothomorphe (Koroishi et al. 2010), membros desta familia ocorrem ao longo do
tropicos de ambos os hemisférios com concentracGes principais na América Latina e na
Malésia (Souza, L. et al. 2009).

A quantidade de metabolitos biologicamente ativos descritos na literatura, no
que se refere a familia Piperaceae, sdo fenilpropanoides, lignanas/neolignanas, pironas,
amidas, alifaticas e aromaticas, alcaldides, policetideos e cromenos, além de outros
metabolitos de biossintese mista (Baldoqui et al. 2009; Alves et al. 2010; Koroishi et al.
2010).

Pesquisas de Junior-Araujo et al. (1997) sobre Piper tuberculatum,
popularmente como pimenta de d'arda, isolaram piperidinas, piperdardinas. Esta
espécie é bastante utilizada no estado Paraiba como um sedativo e antidoto para
mordida de cobra.

Esses estudos tém mostrado que a producdo de metabodlitos dos fungos
endofiticos provenientes dessas relagcbes simbionticas podem resultar em diversas
moléculas (Wijeratne et al. 2008) com propriedades terapéuticas anticanceres,
bactericidas e antifingicas (Sa et al. 2009) e tantas outras (Guo et al. 2008; Borges et al.
2009).

No que se refere aos agentes antimicrobianos, ha uma necessidade na busca
desses novos compostos quimicos, visto que as doencas infecciosas ainda sdo um
problema global em razdo do desenvolvimento da resisténcia continua dos

microrganismos patdgenos aos métodos tradicionais de tratamento (Wiyakrutta et al.
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2004).

Infecgdes bacterianas sdo comuns em partes tropicais do mundo, mais
especificamente as que tém o mais impacto médico nos tropicos sdo as doengas
bacterianas causadas por membros do género Mycobacterium (Lupi et al. 2006). A
Organizagao Mundial da Satde considera a tuberculose (causado por Mycobacterium
tuberculosis) um dos maiores problemas de saude publica, especialmente quando
associada com doencas que promovem deficiéncia de imunidade, tais como AIDS, neste
contexto, a busca por novos agentes terapéuticos para o tratamento da tuberculose tem
chamado bastante aten¢do dos pesquisadores (Gandolfi et al. 2010).

A tuberculose é causado principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis que
normalmente infecta os individuos pelo tecido da mucosa da area respiratoria por
inalacdo de gotas infecciosas (Gandolfi et al. 2010).

Pelo menos um terco da populacdo mundial esta infectado com tuberculose de
M. tuberculosis, ou 10% destes contrairdo a doenca em algum ponto das suas vidas
(Rongbao et al. 2000). Junto com HIV/AIDS e malaria, tuberculose permanece entre
trés principais doencas fatais infecciosas globais (Hall et al. 2009).

Atualmente o0 a Unica vacina autorizada contra tuberculose é o Bacilo Calmette-
Guérin (BCG), por isso, pesquisas em todo mundo vem se empenhando no
desenvolvimento de estratégias que possibilitem o controle da tuberculose.

Estudos de Rukachaisirikul et al. (2008) com o fungo endofitico Phomopsis sp.
PSU-D15, por exemplo, isolaram metabolitos bioativos na qual seus exibiram moderada
atividade antibacteriana in vitro contra Mycobacterium tuberculosis H37Ra.

Lima et al. (2011) investigaram a influéncia de filtrados da cultura de fungos

endofiticos isolados de P. aduncum L. no crescimento de M. tuberculosis. Estes
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produtos metabolicos mostraram potencial para ser usado como antimicrobiano ou
como futuro agente no combate a tuberculose.

Flores et al. (2013) em estudos sobre o isolamento de metabolitos secundarios de
microrganismos endofiticos informaram também a extracdo de um potente agente
inibidor de Mycobacterium tuberculosis do fungo endofitico Phomopsis longicolla.

Todos esses exemplos de resultados evidenciam a importancia dos produtos do
metabolismo secundario oriundos de microrganismos na descoberta e desenvolvimento
de medicamentos para o tratamento da tuberculose (Gandolfi et al. 2010).

As doencas transmitidas por vetores também constituem, ainda hoje, importante
causa de morbidade no Brasil e no Mundo. A dengue nesse ambito é considerada a
principal doenca reemergente nos paises tropicais e subtropicais (Tauil, 2002) em
virtude de sua circulacdo nos cinco continentes e do grande potencial para assumir
formas graves e letais (Simas et al. 2004).

Dengue é uma arbovirose causada por um virus da familia Flaviviridae
transmitido pelo mosquito Aedes aegypti (Culicidae) que ocorre na Asia, Africa,
América Central e América do Sul (Sen-Sung et al. 2003). Quatro sorotipos de virus da
dengue reconhecidos em regifes mundiais diferentes conhecidos como: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. E responsavel por 50 a 100 milh&es de infeccdes e um
milh&o de hospitalizagbes e 22,000 mortes cada ano (Knowlton et al. 2009). Estima-se
que 2,5 a 3,0 bilhGes de pessoas residam em areas onde existe transmisséo dos virus da
dengue e que, a cada ano, ocorram 50 milhdes de infec¢cbes com 500.000 casos de
dengue hemorragica e 12.000 mortes em todo o mundo.

Vérios produtos sintéticos foram projetados e dispositivos para combater

resisténcia desenvolvida por varias espécies de mosquito, a maioria dos programas de
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controle destes mosquitos foca na fase larval nos locais de procriacdo podendo reduzir
sO a populacédo dos adultos temporariamente (Ali et al. 2012).

Além disso, com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas
convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e substancias
naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de Aedes
aegypti e que sejam isentas de toxicidade para o meio ambiente (Simas et al. 2004).

Dando continuidade ao estudo com fungos endofiticos, cepas associadas a
espécie Piper tuberculatum foram cultivadas em meio liquido e submetidos a filtracdo a
vacuo, obtendo-se filtrados que foram avaliados nos bioensaios frente a dengue e

tuberculose.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicdes de cultura e obtencéo dos filtrados

Os sete fungos endofiticos (Figura 1) foram repicados dos preservados em tubo
inclinado para duas placas de Petri (duas placas para cada fungo) contendo BDA (batata
dextrose &gar) e incubados a 30 °C por oito e dez dias respectivamente de acordo com o
periodo de crescimento de cada fungo.

Ap0s este periodo cada fungo foi inoculado em Erlenmeyers de 500 mL com
200mL de meio de cultivo liquido batata dextrose (MDB) e mantidos estaticos sob
temperatura de 30°C por 25 dias.

Em seguida, os caldos dos fungos foram separados do micélio por filtracdo a
vacuo, fornecendo os filtrados (Figuras 2 e 3).

Pipetou-se 1mL de cada filtrado para frascos de vidro previamente pesados e
tampados com um pequeno pedaco de papel aluminio com furos, para auxiliar na

secagem, posteriormente os frascos de vidro foram colocados em banho-maria e
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dessecador, alternadamente até que os filtrados estivessem secos, isto foi feito por um
periodo de 7 a 9 dias (Figura 4).

Ao fim desse processo 0s vidros com as amostras secas foram pesados
novamente para se obter a biomassa produzida pelos endofiticos.

2.2 Ensaios para determinacdo da atividade larvicida frente a Aedes aegypti

A atividade larvicida foi avaliada por Seletividade. Os testes foram realizados
em laboratorios especiais chamados “insetarios” (Figura 5), no Laboratorio de Malaria e
Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), empregando-se larvas
de A. aegypti do terceiro estadio (Figura 6). O Laboratério de Malaria e Dengue
disponibilizou toda a infraestrutura para a realizacdo dos testes, bem como todo o seu
corpo técnico para assegurar o completo desenvolvimento dos testes.

As larvas de A. aegypti necessarias para o desenvolvimento dos bioensaios
foram obtidas a partir da col6nia do referido Laboratério. Para a manutencdo desta
colonia, as fémeas de A. aegypti realizaram o repasto sanguineo em hamster
(Mesocricetus auratus).

Apo6s a oviposicdo e eclosdo dos ovos, as larvas foram mantidas em cubas ate
atingirem o terceiro estadio, quando entdo foram utilizadas para a montagem dos
bioensaios.

As colonias foram mantidas no “insetario” sob condi¢cdes controladas com
temperatura média de 28 £ 2°C, umidade relativa em torno de 85% - 90%, com fotofase
de 12 horas. As larvas foram mantidas com alimentacdo utilizadas para peixes de
aquario — Tetramin.

Para cada filtrado seco foi preparado uma solucéo estoque (0,002mg/mL), que em

seqguida foram diluidos para dois copos plasticos: o primeiro copo com 1,0 puL da
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solucdo estoque (concentracdo de 0,2 ppm) o segundo copo plastico com 5,0 puL
(concentracéo de 1,0 ppm), além de 10 mL de agua destilada, alimento tetramin e 10
larvas de terceiro estadio em cada copo (Figura 7).

Ap0s todas as amostras estarem preparadas, uma réplica sem filtrado foi feita
também com 10 larvas para o controle negativo. Apos a aplicacéo dos filtrados secos e
nas suas devidas concentracdes, leituras foram feitas durante as 72 horas onde foram
contadas as larvas mortas. Este procedimento possibilitou obter o percentual da
mortalidade dos individuos e selecionar aqueles filtrados dos endofiticos que matarem
50% ou mais das larvas existentes em cada copo de teste.

2.3 Deteccdo de atividade inibitoria Mycobacterium tuberculosis

A técnica utilizada para verificacdo da atividade inibitéria dos filtrados teve
como base a metodologia adaptada do trabalho produzido por Franzblau et al. (1998).
Utilizou-se Alamar Blue, um corante com baixa toxicidade, sem efeito carcinogénico e
indicador de uma oxido-reducdo ambiental pela mudanca de cor, bastante utilizado na
deteccdo de proliferacdo celular e em analises de citotoxidade.

As cepas padrbes de Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294) foram
cedidas pelo Laboratério de Micobacteriologia/CPCS/INPA.

Para a realizacdo dos bioensaios frente a Mycobacterium tuberculosis, foram
adicionados os filtrados aos pocos das microplacas, com auxilio de micropipetas
multicanal. O procedimento adotado foi na seguinte ordem de adigéo:

1. Agua deionizada estéril = 200 pL nos pocos das colunas 1 e 12, nas fileiras A e

H; 100 pL nos pocos da coluna 2, nas fileiras de B a G;

2. Meio de cultivo: Middlebrook 7H9CG, para M. tuberculosis;

3. Filtrado de teste = 100 uL nos pocos das colunas 2 e 3, nas fileiras de B a G.
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4. DiluicGes sucessivas dos filtrados de testes > Apds homogeneizacdo do
conteudo dos pocos da coluna 3, fileiras de B a G, foram transferidos 100uL
para os pocos laterais da direita e sucessivamente repetidas até os pogos da
coluna 10, fileiras de B a G. Os 100 pL retirados dos pocos da coluna 10, fileiras
de B a G foram desprezados.

5. Inoculo microbiano - 100 uL nos pocos das colunas 3 a 11, nas fileiras de B a
G.

As microplacas preparadas foram incubadas utilizando a cepa H37Rv por 5 dias
a 37 °C .Apos esse periodo foram adicionados 50 pL da solucdo reveladora Alamar
Blue/Tween 80 ao poco da coluna 11, fileira B, e a microplaca re-incubada por mais 24
horas, visando confirmacéo de multiplicacdo microbiana.
3. RESULTADOS
Obteve-se pela primeira vez o sete filtrados de fungos endofiticos associados a
Piper tuberculatum .

Os filtrados mostraram-se inativos frente as larvas de Aedes aegypti do terceiro
estadio.

O resultado do ensaio antimicrobiano ndo indicou positividade antagbnica

ao crescimento de M. tuberculosis.

4. DISCUSSAO
A inatividade dos filtrados no ensaio inseticida pode ser explicado devido a
utilizacdo de uma baixa concentracao de filtrado (0,2 e 1,0 ppm ou 0,2 e 1,0 pg/mL) em

comparacdo as utilizadas com extratos de plantas. Pois, ndo ha relatos na literatura de
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bioensaios de filtrados de fungos endofiticos frente a larvas do Aedes aegypti do terceiro
estadio, para termos uma concentragao bioativa de referéncia.

Em extratos de plantas Cheng et al. (2013) investigaram 0leos essenciais e extratos
de Cunninghamia konishii e as concentragdes que apresentaram atividade larvicida
significativa foram 35,8, 69,4, 71,9 e 74,1 ppm.

Kanis et al. (2013) também investigaram extratos da raiz de Piper ovatum e as
concentragdes que mostraram atividades larvicida foram de 2,1 e 4,1 ppm
respectivamente, outras concentracdes de extratos referentes ao género Piper estdo entre
0,04 a 35,0 ppm (Garcez et al. 2013).

Nos ensaios em M. tuberculosis utilizou-se 2000 ppm, Lima et al. (2011) encontrou
atividade nas concentragbes 37,5 ppm, abaixo do que foi utilizado no presente trabalho.

Flores et al. (2013) em estudos sobre o isolamento de metabdlitos secundarios de
microrganismos endofiticos informaram também a extracdo de um potente agente
inibidor de Mycobacterium tuberculosis na concentracdo 50 ppm do fungo endofitico
Phomopsis longicolla.

Apesar dos filtrados ndo terem apresentado nenhuma atividade nos ensaios
propostos, estes estudos ainda possuem valor cientifico, ja que se trata de um trabalho
inédito. Ademais, poderdo ser realizados outros ensaios bioldgicos, inclusive os que ja
foram feitos.
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FIGURAS

PT-04

PT-08 PT-09

PT-10

Figura 1. a) Fungos endofiticos de Piper tuberculatum inoculados em meio BDA por
oito e dez dias respectivamente. Fonte: Gondim, 2013.

Figura 2. . Filtracdo a vacuo para obtengdo dos filtrados dos fungos endofiticos de
Piper tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013.
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627  Figura 3. Filtrados obtidos dos fungos endofiticos associados a Piper tuberculatum.
628  Fonte: Gondim, 2013.
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633  Figura 4. Filtrados dos fungos endofiticos associados a Piper tuberculatum sendo
634  secos em dessecadores. Fonte: Gondim, 2013.
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Figura 5. Bioensaios em dengue sendo realizados no “insetario” do Laboratério de
Maléria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Fonte:
Gondim, 2013.

Figura 6. A seta em destaque indica as 10 larvas do terceiro estadio sendo utilizadas
nos bioensaios dos filtrados secos dos fungos endofiticos associados a Piper
tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013.
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Figura 7. Bioensaios em dengue nas concentra¢fes 0,2 e 1,0 ppm dos filtrados secos
dos fungos endofiticos associados a Piper tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013.



