UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENFERMAGEM

JOICE FRAGOSO OLIVEIRA DE ARAUJO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, CITOTOXICA E CICATRIZANTE IN VITRO DE
FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE PLANTAS MEDICINAIS: Mimosa Tenuiflora
(WILLD.) Poir., Poincianella Pyramidalis Tul. e Acrocomia Aculeata (Jacg.) Lodd. Ex Mart.

MACEIO
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ENFERMAGEM

JOICE FRAGOSO OLIVEIRA DE ARAUJO

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, CITOTOXICA E CICATRIZANTE IN VITRO DE
FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE PLANTAS MEDICINAIS: Mimosa Tenuiflora
(WILLD.) Poir., Poincianella Pyramidalis Tul. e Acrocomia Aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Enfermagem
da Universidade Federal de Alagoas, como
requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Enfermagem.

Orientadora: Prof® Dr2 Maria Lysete de Assis
Bastos

Co-orientadora: Prof® Dr? Thais Hondrio Lins
Bernardo

Area de concentragdo: Enfermagem no cuidado

em salde e na promocao da vida.

Linha de pesquisa: Enfermagem, ciéncia,

tecnologia e inovagéo para o cuidado.

MACEIO
2018



Dissertagdo submetida ao
Programa de Pos-Graduagao

da Universidade Federal de Alagoas
em 19 de abril de 2018.

K ancp lipdt tessn’, 825,

Prof ® Dr* Maria Lysete de Assis Bastos, Universidade Federal de Alagoas (Orientadora)




Catalogacéo na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecaria Responsavel: Helena Cristina Pimentel do Vale — CRB4 - 661

A663a  Araljo, Joice Fragoso Oliveira de.
Atividade antimicrobiana, citotdxica e cicatrizante in vitro de fungos

endofiticos isolados de plantas medicinais : Mimosa temuiflora (Willd.) Poir.,
Poincianella pyramidalis Tul. e Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd ex Mart. / Joice
Fragoso Oliveira de Araujo. — 2018.

79f. :il

Orientadora: Maria Lysete de Assis Bastos.

Orientadora: Thais Hondrio Lins Bernardo.

Dissertagdo (Mestrado em Enfermagem) — Universidade Federal de Alagoas.
Escola de Enfermagem e Farmacia. Programa de P6s-Graduagdo em Enfermagem,

Maceio, 2018.

Bibliografia: f. 64-78.
Anexo: f. 79.

1. Atividade antimicrobiana. 2. Atividade cicatrizante. 3. Penicillium. 4. Rhizoctonia.
I. Titulo.

CDU: 616-083:615.28




AGRADECIMENTOS

Ao Bom Deus, Senhor e Rei da minha vida, pelas gracas derramadas e por Sua conducao sempre
amorosa e Seu infinito amor. Um Amor que constrange, cura, liberta e transforma. Tudo aquilo

que tenho e sou, eu devo a Ti!

Ao0s meus pais, Josilene e Jodo, que dedicaram suas vidas inteiramente para que eu e minha
irma pudéssemos sonhar e escolher. Com eles nos aprendemos, sobretudo, quédo valioso € o
mergulho nos estudos. Foi, primeiramente, o esfor¢o e o sacrificio de vocés que me fez chegar

até aqui. Minha gratidao sera eterna, amo vocés!

Ao meu amado esposo Daniel, com quem experimento todos os dias, com a graca de Deus, a
feliz experiéncia que é sermos dois, sendo um s6. Obrigada por ser o melhor companheiro,

esposo e amigo que Deus poderia me dar. VVocé é a Vida da minha vida.

A minha irma Juliane, que me apoia incondicionalmente e me faz desejar nunca parar de
estudar, sob hipdtese alguma. Aquela que como uma segunda pele, um calo, uma casca, uma

capsula protetora sempre foi para mim uma referéncia. Em mim tem muito de vocé!

A Prof.2 Dr.2 Thais Honorio Lins Bernardo, educadora integra e ética, por me ensinar a pensar
e sempre questionar o porqué daquilo que me proponho a fazer. Sem vocé ndo haveria inicio
(quando ainda na graduacéo vocé me acolheu como colaboradora no LpTF), com vocé este todo

foi possivel. Obrigada pelo carinho e amizade.

A Prof.2 Dr.2 Maria Lysete de Assis Bastos, por todos estes anos de aprendizado e parceria. Sua

contribuicdo a minha formacao académica € indiscutivel. Obrigada pela confianca!

A Prof.2 Dr.2 Regina Célia Sales Santos Verissimo, por quem tenho grande carinho e admiracéo,

enquanto pessoa e profissional.

A Prof2 Dr.2 Adriana Reis Todaro, por dividir seu conhecimento e experiéncia, de modo a
tornar possivel a construcdo do presente estudo. Obrigada pela contribuicéo!

A Prof2 Dr2 Fernanda Cristina de Albuquerque Maranhdo pelo excepcional auxilio no

isolamento e identificagdo dos fungos.

A minha querida amiga Leticia Lopes, com quem dividi desde a graduacio os desafios, e

sobretudo, o0 amor pela pesquisa. Hoje, junto a nossa amiga Thais Costa, dividimos o amor pela



pesquisa, pelos livros e pelas séries, assim como as aflicBes préprias deste tempo. Estamos

juntas!

As minhas amigas Rute Maia, Stephanie Jesus e Clarice Pereira que com suas vidas me apontam
0 Céu, e me fazem perceber que a distancia nada é quando um Elo maior nos une. Obrigada

pelas oracOes e amizade de vocés!

A professora Dr2. Ingrid Martins Leite, coordenadora da pds-graduacdo, pelo apoio,
colaboracéo e disponibilidade.

A Monique Godoi, secretaria da p6s-graduacio, pelo suporte e presteza ao longo desses dois

anos.

Aos membros do Laboratdrio de pesquisa em Tratamento de Feridas (LpTF) ESENFAR/UFAL,
componentes essenciais para a ampliacdo da pesquisa basica na area de Enfermagem, que

colaboraram para que esta pesquisa fosse concluida com éxito.

Aos laboratorios parceiros pela contribuicdo para realizacdo dos testes, Laboratorio de
Farmacologia e Imunidade (LAFi/ICBS/UFAL), Laboratério de Microbiologia Clinica
(LMC/ICBS/UFAL) e Laboratério de Biologia Celular (LBC/IQB/UFAL).

A todos 0os membros da “Turma Dasein” que conseguiram tornar até os momentos mais atipicos

desta experiéncia, o mais leve possivel. Que alegria foi fazer parte dessa turma maravilhosal!

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessao da

bolsa de estudos.

Aos curadores e funcionarios do Herbéario do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas, na pessoa

da curadora Roséangela Lyra, pela identificacdo boténica.

Jamais seria honesto dizer “a minha pesquisa”. Ela ¢ de todos nés! Muito obrigada!



“Nao ¢ o que vocé faz, mas quanto amor vocé dedica no que faz que realmente importa”.

(Santa Madre Teresa de Calcuta)



RESUMO

Os micro-organismos endofiticos habitam o interior de tecidos vegetais e vivem em mutualismo
com a planta hospedeira, e representam uma fonte rica e pouco estudada de novos compostos
naturais biologicamente ativos. O presente estudo objetivou avaliar as atividades antibacteriana,
citotoxica e cicatrizante in vitro de extratos de fungos endofiticos isolados das espécies vegetais
Acrocomia aculeata, Poincianella pyramidalis e Mimosa tenuiflora. Tratou-se de pesquisa
basica do tipo experimental in vitro com abordagem quantitativa. Inicialmente, os isolados
fangicos foram avaliados em cultura e microscopia, e os extratos foram obtidos a partir de trés
fungos endofiticos: Penicillium sp. (isolado de Poincianella pyramidalis), Rhizoctonia sp.
(isolado de Mimosa tenuiflora) e um fungo isolado de Acrocomia aculeata que néo foi
identificado. Foi determinada a Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos contra as bactérias
Gram positivas e Gram negativas por meio do Método da Microdiluicdo em Caldo, além da
atividade citotoxica pelo método colorimétrico Metiltetrazolium (MTT) com macréfagos J774
e fibroblastos 3T3 e a atividade cicatrizante in vitro por meio do Scratch Assay. No ensaio
antibacteriano, os extratos de Penicillium sp. e Rhizoctonia sp. ndo demonstraram atividade
frente as bactérias testadas, enquanto o extrato do fungo isolado de A. aculeata apresentou
atividade antibacteriana contra S. epidermidis e S. aureus. Quanto a atividade citotoxica, 0s
extratos testados foram atoxicos em todas as concentragcbes em macrofagos J774, mas em
fibroblastos 3T3 os extratos de Penicillium sp. e do fungo ndo identificado isolado de A.
aculeata foram toxicos nas concentragdes de 100 e 50 pug/mL, o de Rhizoctonia sp. nédo
apresentou toxicidade em nenhuma das concentrac@es testadas. Quanto a atividade cicatrizante
in vitro, 0s extratos apresentaram atividade cicatrizante positiva com taxa de migracdo
semelhante ao controle. Concluiu-se que as plantas medicinais A. aculeata, P. pyramidalis e M.
tenuiflora, abrigam fungos endofiticos com diferentes potenciais farmacoldgicos, sdo eles:
Penicillium sp., Rhizoctonia sp. e um fungo ndo identificado isolado de A. aculeata, que
necessita da aplicacdo de técnicas moleculares para sua identificacdo, e este Gltimo possui
atividade contra S. epidermidis e S. aureus, bem como atividade cicatrizante in vitro. Os dados
obtidos encorajam a realizagdo de novos estudos a fim determinar as substéncias que
contribuem para as atividades evidenciadas no presente estudo, visando uma possivel aplicacdo
terapéutica.

Descritores: Atividade antimicrobiana. Atividade cicatrizante. Penicillium. Rhizoctonia.



ABSTRACT

Endophytic microorganisms inhabit the interior of plant tissues and live in mutuality with the
host plant, and represent a rich and little studied source of new biologically active natural
compounds. The present study aimed to evaluate the in vitro antibacterial, cytotoxic and healing
activities of endophytic fungi isolated from the plant species Acrocomia aculeata, Poincianella
pyramidalis and Mimosa tenuiflora. It was a basic in vitro experimental research with a
quantitative approach. Initially, the fungi isolates were evaluated in culture and microscopy,
and the extracts were obtained from three endophytic fungi Penicillium sp. (isolated from
Poincianella pyramidalis), Rhizoctonia sp. (Mimosa tenuiflora isolate) and a fungi isolated
from Acrocomia aculeata that was not identified. Minimal Inhibitory Concentration of extracts
against Gram positive and Gram negative bacteria was determined by the Broth Microdilution
Method, in addition to cytotoxic activity by Methyltetrazolium (MTT) colorimetric method
with J774 macrophages and 3T3 fibroblasts and in vitro healing activity of Scratch Assay. In
the antibacterial assay, extracts of Penicillium sp. and Rhizoctonia sp. showed no activity
against the bacteria tested, while the extract of the fungus isolated from A. aculeata presented
antibacterial activity against S. epidermidis and S. aureus. Regarding cytotoxic activity, the
extracts tested were nontoxic at all concentrations in front of J774 macrophages, but in 3T3
fibroblasts Penicillium sp. and unidentified fungus isolated from A. aculeata were toxic at
concentrations of 100 and 50 pg/mL, Rhizoctonia sp. showed no toxicity at any of the
concentrations tested. As for in vitro healing activity, the extracts presented positive healing
activity with a migration rate similar to the control. It was concluded that medicinal plants A.
aculeata, P. pyramidalis and M. tenuiflora, harbor endophytic fungi with different
pharmacological potentials, are Penicillium sp., Rhizoctonia sp. and an unidentified fungus
isolated from A. aculeata, which requires the application of molecular techniques for its
identification, and the latter has activity against S. epidermidis and S. aureus, as well as in vitro
healing activity. The data obtained encourage further studies to determine the substances that
contribute to evidenced activities in the present study, aiming at a possible therapeutic
application.

Keywords: Antimicrobial activity. Healing activity. Penicillium. Rhizoctonia.
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1. INTRODUCAO

O tratamento de feridas cronicas, especialmente as infectadas, geralmente envolve
estadias hospitalares prolongadas e acompanhamento ambulatorial de longo prazo, assim como
intervencdes terapéuticas avangadas e dispendiosas (SEN et al., 2009; BRATZLER, 2006). Do
mesmo modo, o desenvolvimento de resisténcia por bactérias e fungos patogénicos as drogas
comerciais € um problema relevante enfrentado pelos servicos de satde (COSTELLOE et al.,
2010). Nesse contexto, hd uma intensa busca por novos farmacos eficazes, e isso tem sido
possivel, principalmente, gracas aos avancos tecnoldgicos e desenvolvimento de novos
métodos de prospeccdo de compostos bioativos que conduzirdo a descoberta de novas
formulagdes (LAM, 2007).

Durante séculos, 0 homem tem buscado a superacdo dos seus males por meio das plantas
medicinais, e utilizando seus instintos, conseguiam distinguir as plantas comestiveis daquelas
que podiam curar, cicatrizar ou aliviar a dor (BEZERRA, 2014). O Brasil é rico em
biodiversidade e possui uma das floras mais abundantes do planeta, apresentando de acordo
com a Lista de Espécies da Flora do Brasil, 32.830 espécies de Angiospermas, 56 % delas
endémicas (FORZZA et al., 2014).

Dentre sua vasta flora, existe a caatinga, bioma unicamente brasileiro que pode ser
caracterizado como florestas arbdreas ou arbustivas, compreendendo principalmente arvores e
arbustos baixos muitos dos quais apresentam espinhos, microfilia e algumas caracteristicas
xerofiticas. Dentre as espécies lenhosas mais tipicas da vegetacdo das Caatingas estdo a
Poincianella pyramidalis Tul. (“catingueira”, Fabaceae-Caesalpinioideae) e varias espécies de
Mimosa (“calumbies” e “juremas”, Fabaceac-Mimosoideae) (LEAL, et al. 2003), como a
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Outra planta que tem ganho destaque é a Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart.,
popularmente conhecida como "bocailva” ou "macauba”, e amplamente distribuida na regido
centro-oeste do Brasil (LORENZI, 2006). Macauba pode ser usada como alimento (LORENZI,
2006; RAMOS et al., 2008), na producdo de cosmeticos (SILVA, 2012), e seu uso para
prevencdo de doengas recentemente aumentou (SILVA, 2012). Entretanto, trabalhos
envolvendo a microbiota endofitica existente nestas plantas ainda s@o incipientes ou
inexistentes.

O aproveitamento de recursos naturais na salude é uma tendéncia que tem ganho

consideravel importancia, seja por suas vantagens em termos de economia e eficiéncia, assim
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como pela menor apresentacdo de efeitos colaterais quando comparados a farmacos sintéticos
(CRUZ, 2013). No entanto, apesar do uso generalizado destes compostos de plantas na cultura
popular, novos estudos devem ser realizados para determinar sua seguranca e eficacia (REYES-
GARCIA, 2010).

Muitas plantas medicinais habitualmente abrigam enddéfitos que apresentam metabdlitos
secundérios e atividades medicinais semelhantes as de sua planta hospedeira (STROBEL e
DAISY, 2003). Acredita-se que todas as espécies de plantas, incluindo plantas ndo vasculares,
samambaias, coniferas e angiospermas, vivem em relacdo simbidtica com fungos endofiticos
(RODRIGUEZ et al., 2009). Os micro-organismos endofiticos tém se destacado nas ultimas
décadas pela producdo de metabolitos bioativos, especialmente os fungos, que representam uma
importante fonte genética para a biotecnologia (PAMPHILE et al., 2014). Quando comparados
com outras fontes naturais como plantas e animais, 0s micro-organismos sdo fontes que podem
ser facilmente renovadas e reproduzidas. Em torno de 130 farmacos utilizados comumente sdo
de origem microbiana e tantos outros estdo em fase de desenvolvimento clinico (TEJESVI et
al., 2007).

Estudos anteriores no sentido de explorar a diversidade boténica para buscar novos
farmacos levou a descoberta de isolados microbianos capazes de sintetizar compostos bioativos
inicialmente considerados exclusivamente vegetais. Nos ultimos 25 anos, ha a evidéncia de que
todas as plantas sdo habitadas por ao menos uma comunidade microbiana, além da continua
constatacdo de que estes micro-organismos sdo capazes de produzir os metabolitos secundarios
iguais aos de sua planta hospedeira. Neste sentido, despertou-se o interesse para a investigacao
de micro-organismos endofiticos com potencial aplicacdio em areas como a indudstria
farmacéutica, agrondmica, alimenticia e quimica (NICOLETTI; FIORENTINO, 2015).

A busca por novos produtos para a industria farmacéutica € um processo continuo e a
exploracdo de substratos naturais constitui a estratégia de maior sucesso para a descoberta de

novas moléculas de importancia industrial e biotecnoldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar as atividades cicatrizante, antibacteriana e citotdxica in vitro de fungos
endofiticos isolados das plantas medicinais Acrocomia aculeata, Poincianella pyramidalis e

Mimosa tenuiflora.

2.2. Objetivos especificos

- Coletar o material vegetal das folhas das plantas medicinais estudadas;

- Isolar fungos endofiticos das folhas das plantas medicinais coletadas;

- Obter extratos dos filtrados das culturas dos fungos endofiticos isolados em solvente
organico;

- Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir dos fungos
endofiticos;

- Avaliar os extratos obtidos a partir dos fungos endofiticos quanto a atividade
citotoxica;

- Verificar a atividade cicatrizante dos extratos obtidos a partir dos fungos endofiticos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Feridas e processo de cicatrizacao

A pele e os anexos formam o sistema tegumentar, que € o sistema responsavel pela
interacdo entre o0 corpo e 0 meio ambiente estando sujeito as adversidades ambientais, como a
agressao por agentes fisico, quimico ou biolégico que promovem sua ruptura e caracterizam a
ferida (CARNEIRO, 2010). Ferida é compreendida do ponto de vista biolégico como uma
agressdo sofrida na pele, uma imperfei¢do na qual ha a quebra de sua integridade, de modo que
camadas superficiais ou mais profundas podem ser afetadas (CARVALHO, 2012).

As feridas cutaneas podem ser classificadas em funcéo da sua profundidade. Nas Ulceras
rasas, ou lesdes de espessura parcial, a agressdo acomete parcialmente a derme; nas Ulceras
profundas ou lesbes de espessura total, toda a derme esta envolvida. Quando a agressdo se
restringe a epiderme, ocorre reparagdo completa da pele a estado estrutural e funcional
semelhante ao de pré-injaria (PALERMO et al., 2012).

Nas lesGes de espessura parcial, 0os anexos da pele ainda vidveis funcionam como fonte
de queratindcitos que migram a partir dessas estruturas, além das bordas, para formar nova
epiderme. Nas feridas de espessura total, 0s anexos cutaneos sao destruidos, e a unica fonte de
queratindcito sdo as bordas da lesdo, e, além disso, a reparacdo nao ird regenerar 0S anexos,
mas, sim, substitui-los por tecido cicatricial (PALERMO et al., 2012).

O processo cicatricial surge a partir dessa injuria com o objetivo principal de
restaurar/cicatrizar o rompimento da continuidade da pele, sendo este um processo dinamico e
complexo, no qual a sua resposta estd diretamente ligada as condicdes gerais do individuo
(CARVALHO, 2012). O processo de cicatriza¢do de feridas compreende quatro fases altamente
integradas e sobrepostas, sdo elas: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacao tissular
(GOSAIN; DIPIETRO, 2004). Estas fases e suas funcdes bioldgicas e fisiologicas devem
ocorrer na sequéncia correta, em um momento especifico, e continuo com uma intensidade ideal
para uma duracdo especifica, a depender de cada individuo (MATHIEU, 2006).

A finalidade do processo de cicatrizagdo consiste em promover a reepitelizacdo e a
reconstituicdo do tecido (MANDELBAUM et al., 2003), sendo um processo complexo e
dindmico que envolve um grande nimero de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
tipos celulares e complexas interagdes (PALERMO et al., 2012). A figura 1 ilustra o processo

de cicatrizacao e suas fases.
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Figura 1 - Etapas do processo de cicatrizacdo de lesfes cutaneas.
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Fonte: Elaborado por OLIVEIRA (2008) adaptado de BEANES et al., 2003.

A fase de hemostasia depende da atividade plaguetaria e da cascata de coagulacdo, tendo
inicio apds o surgimento da ferida. Ap6s o surgimento do dano tecidual, as alteracdes nas
células endoteliais, a ruptura de vasos sanguineos e o extravasamento de seus constituintes
estimulam compostos vasoativos a promoverem uma Vvasoconstricdo imediata, visando
diminuir a perda sanguinea para o espaco extravascular (KUMAR et al., 2005).

A fase inflamatoria da cicatrizacdo esta intimamente ligada a fase de hemostasia, com a
inflamacdo de inUmeros mediadores quimicos e das células inflamatorias, como leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macrdfagos e linfocitos (MANDELBAUM et al., 2003). Essa fase
¢ caracterizada pela resposta vascular e celular, e a magnitude dessa resposta é determinada
pela severidade da lesdo. A boa irrigagdo do tecido e a perfusdo sanguinea estdo diretamente
relacionadas com o inicio da fase inflamatoria e sua intensidade (THEORET, 2005).

A fase proliferativa € responsavel pela restauracdo da pele apés a lesdo, sendo
didaticamente dividida em trés subfases: fibroplasia, angiogénese e reepitelizacdo
(MALDEBAUM et al., 2003). Na reepitelizacdo, faz-se a migragcdo de queratindcitos ndo
danificados das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida € de espessura parcial,
e apenas das margens naquelas de espessura total (CHRISTOPHER, 1972). A fibroplasia
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representa um processo de proliferacdo de fibroblastos, producéo de um novo colégeno e outras
proteinas da matriz celular, que contribuem para a formacéo do tecido de granulacédo (LI et al.,
2007). A ultima fase da proliferacdo € a angiogénese, essencial para o suprimento de oxigénio
e nutrientes para a cicatrizacdo (MALDEBAUM et al., 2003).

Uma vez restabelecidos o fluxo sanguineo e a oxigenacdo, o principal fator
desencadeador da angiogénese é reduzido e os vasos neoformados comegam a diminuir (NETO,
2003). A partir deste evento, inicia-se a fase de contracdo das paredes marginais da lesdo, uma
acao realizada pelos fibroblastos ativados, os quais se diferenciam em miofibroblastos
(PAGANELA et al., 2009). O miofibroblasto é uma célula que estd presente no tecido de
granulacdo e confere capacidade contratil, reduzindo a area de sangramento e facilitando a
epitelizacdo (SARANDY, 2007).

Na fase de remodelacdo, a ferida torna-se menos vascularizada e as fibras de colageno
sdo reorganizadas de forma linear as margens da ferida. Ha uma constante e coordenada
degradacdo e sintese de coladgeno, em que o tecido cicatricial é remodelado e se torna
semelhante ao tecido normal ap6s um longo periodo de tempo (DEALEY, 2006). Ocorre a
substituicdo do tipo de colageno, do tipo Il para tipo I, bem como alteracdo em sua organizagéo
de fibras paralelas dispostas aleatoriamente para fibras entrelagadas e organizadas ao longo das
linhas de stress (GONZALEZ et al., 2016). Tais fases e suas funcGes bioldgicas e fisioldgicas
acontecem sequencialmente, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1- Processo normal de cicatrizacéo de feridas.

Fases Eventos celulares, biolégicos e fisiolégicos

Hemostasia 1. Constrigédo vascular
2. Agregacio plaquetaria, degranulacio e formacgdo de
fibrina (trombo)

. Infiltragdo de neutréfilos
. Infiltragdo de mondcitos e diferenciacdo em macrofagos
. Infiltragéo de linfocitos

Inflamacéo

T e

. Reepitelizagdo

. Angiogénese

. Sintese de colageno

. Formagao da matriz extracelular

Proliferacdo

L O

-

Remodelagio 1. Remodelagdo de colageno
2. Regressdo e maturagdo vascular

Fonte: Elaborado por GUO; DIPIETRO (2010) baseado em MATHIEU et al.. 2006.
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No entanto, a cicatrizacdo de feridas pode ser retardada por diversos fatores,
tradicionalmente divididos em fatores sistémicos e locais (PALERMO et al., 2012). Os fatores
locais influenciam diretamente as caracteristicas da propria ferida, enquanto os fatores sistémicos
estdo relacionados a salde ou a doenga do estado geral do individuo que afetam a sua capacidade
de cura (GUO; DIPIETRO, 2010). A infeccdo pode ser considerada um desses fatores que atua no
retardamento da cicatrizacéo da ferida.

A pele intacta é a melhor defesa para a invasao bacteriana, mas danos na pele permitem
a entrada de bactérias, fungos e leveduras. Mais de 200 espécies diferentes de bactérias vivem
normalmente na pele (BENBOW, 2010), porém quando esses micro-organismos tem acesso
aos tecidos lesionados podem originar a infec¢do. Todavia, para que isso acontega, além da
presenca desses organismos, existem outros fatores que irdo influenciar, como resposta imune
do hospedeiro, 0 nimero de espécies diferentes presentes na ferida, a viruléncia das bactérias
ou fungos e as interacGes sinérgicas entre as diferentes espécies (WYSOCKI, 2002). O processo
de infeccdo prolonga a fase inflamatoria, retarda a epitelizacéo e diminui a deposicao de coldgeno
(PALERMO et al., 2012).

Quando feridas, especialmente as crbnicas, sdo pobremente perfundidas eles estdo mais
suscetiveis a infeccdo, visto que o sangue transporta e fornece oxigénio, nutrientes e células do
sistema imunoldgico, proporcionando assim pouca oportunidade para micro-organismos
colonizar e proliferar (BOWLER, 2001). Tecido desvitalizado, combinado com fluido e
nutrientes do exsudato da ferida proporcionam um ambiente ideal para proliferacdo bacteriana
(CUTTING, 2010).

As estirpes bacterianas que frequentemente causam infeccdo em feridas sdo as Gram
positivas Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. e as Gram
negativas Pseudomonas aeruginosa e da familia Enterobacteriaceae como exemplo,
Escherichia coli (ROMLING; BALSALOBRE, 2012).

3.2. Inserc¢do da enfermagem no cuidado a pessoa com ferida

A assisténcia as pessoas com lesdes de pele exige uma abordagem holistica,
planejamento de estratégias e de intervencdes que possibilitem alcancar os objetivos propostos
(SILVA, 2007). O enfermeiro, como profissional que mantém contato prolongado com paciente
portador ou com risco de desenvolver ferida, exerce papel de grande relevancia na assisténcia
do mesmo. E responsabilidade do enfermeiro avaliar e acompanhar a evolucdo da leséo,

planejar e coordenar os cuidados, além de supervisionar e executar os curativos. Seu destaque
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nesta area se deve, em parte, a abordagem exaustiva desses cuidados nos componentes
curriculares durante sua formagao académica (COSTA et al., 2012).

Atualmente, estudos experimentais a base de plantas medicinais e outros elementos que
atuam no processo de cicatrizacdo e no controle de infec¢do estdo sendo desenvolvidos
reafirmando o importante papel da enfermagem no desenvolvimento de novas tecnologias para
o tratamento de feridas (OLIVEIRA, 2010). Ademais, o profissional de satde deve considerar
tal recurso de origem popular na sua pratica de cuidar, viabilizando um cuidado singular que
valoriza as crencas, valores e o estilo de vida das pessoas a que prestam seus cuidados
(ISERHARD, 2009).

Uma das muitas contribuicdes da enfermagem na intersecdo entre a pesquisa basica com
a area assistencial é por meio da sua integracdo em pesquisas com plantas medicinais na
descoberta de novos fitoterapicos, uma vez que a enfermagem € a principal facilitadora do
cuidado, e aqui em especial, no que diz respeito ao de feridas (ALVES et al., 2004).

Mesmo hoje, baseado em uma atividade profissional multidisciplinar, o tratamento de
feridas acrescentou para a enfermagem um vasto meio para demonstrar o saber, além de poder de
decisdo nas condutas. E vélido destacar que a criteriosa escolha do produto selecionado e sua
adequada utilizacdo sdo imprescindiveis para que o tratamento obtenha éxito (FERREIRA et al.,
2003).

3.3. A utilizacéo de plantas como recurso medicinal

As plantas sdo utilizadas como recurso medicinal, e este fato tem aumentado por
influéncia de diversos fatores, como o alto custo dos medicamentos industrializados, o
conhecimento e a tendéncia da populacdo ao uso de produtos de origem natural, bem como o
dificil acesso da populacdo a assisténcia meédica. Acredita-se, que a utilizacdo de plantas
medicinais pode ser favoravel a saide humana, de modo que o individuo tenha conhecimento
prévio de sua finalidade, além dos riscos e beneficios (ISERHARD, 2009).

O poder curativo das plantas € tdo antigo que se equipara ao aparecimento da espécie
humana atual na terra, pois acredita-se que desde os primordios, as primeiras civilizacfes
notaram a presenca de principios ativos nas esséncias de determinadas plantas, os quais
revelaram empiricamente possuir acdo eficaz no combate a determinadas doencas (BADKE,
2011). As diferentes culturas influenciam na utilizagdo das plantas apontando para a
manutencdo da saude e o tratamento de doencas, o que salienta por sua vez, as suas

potencialidades terapéuticas aplicadas ao longo das geracoes.
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Os produtos de origem vegetal constituiram as bases para o tratamento de diversas
doencas, seja de forma tradicional ou pela utilizacdo de espécies vegetais como fonte de
moléculas ativas (CARVALHO; SILVEIRA, 2010). No entanto, o uso popular, e mesmo
tradicional, ndo sdo suficientes para validar as plantas medicinais como medicamentos eficazes
e seguros. Dessa forma, € importante realizar estudos experimentais para que seja avaliada sua
seguranga e comprovada ou ndo sua eficécia.

O Brasil é um pais que oferece uma variedade terapéutica bastante promissora para a
populacgéo, por possuir um terco da flora mundial, além de ser a Amazonia a maior reserva de
produtos naturais com agdo fitoterdpica do planeta. Esta intensa presenca vegetal no pais faz
com que as pesquisas e o proprio desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos possam
ocorrer como destaque no cenario cientifico mundial (YUNES et al., 2001; FRANCA et al.,
2008).

A Caatinga é um dos biomas brasileiros mais ricos em termos de biodiversidade,
abrigando varias espécies de plantas nativas ou cultivadas. Muitas espécies de plantas desta
regido sdo utilizadas na medicina popular ou como ervas comerciais para tratar diferentes
condicdes (BIASI-GARBIN, 2016). Ocupando cerca de 850 mil Km?, a caatinga é o Gnico
bioma exclusivamente brasileiro e o mais fragilizado (GUILIETTI et al., 2002), e 0 uso
insustentavel de seus solos e recursos naturais ao longo de centenas de anos de ocupacéo,
associado a imagem de local pobre e seco, fazem com que a Caatinga esteja bastante degradada.
Entretanto, pesquisas recentes vém revelando a riqueza particular do bioma em termos de
biodiversidade e fenbmenos caracteristicos, 0 que o considera um ecossistema Unico por sua
heterogeneidade, apresentando um numero expressivo de téxons raros e endémicos
(NEUTZLING et al., 2012; GIULIETTI et al., 2002).

3.4. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

A familia Fabaceae (Leguminosae) é a terceira maior familia de angiospermas, com 727
géneros e cerca de 20.000 espécies, e é encontrada em todos 0s continentes, exceto na
Antardida, o que demonstra uma ampla distribuicdo geografica, com variacdo de pequenas
ervas transitorias e anuais até arvores de grande porte (QUEIROZ, 2009; QUEIROZ et al.,
2009). No Brasil, essa é considerada uma das familias de maior diversidade nos biomas do pais.
Estd amplamente representada, com cerca de 3200 espécies distribuidas em 176 géneros
(QUEIROZ et al., 2009), e muitas dessas espécies sao caracteristicas de locais abertos e

degradados, sendo, portanto, bem adaptadas a condicdes precarias (ILDS, 2011).



26

A Fabaceae esta constituida por trés subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae/Faboideae), sendo a Papilionoideae a maior destas, com cerca de dois tergos de
todos 0s géneros e espécies e encontrada preferencialmente em regides temperadas, com a
maior parte das espécies herbaceas. Caesalpinioideae e Mimosoideae compdem-se, em sua
maioria, por arvores e arbustos tropicais ou subtropicais (ILDS, 2011).

A subfamilia Mimosoideae apresenta cerca de 3.270 espécies agrupadas em 82 géneros,
distribuidos nas regides tropicais e subtropicais com diversos géneros ocorrendo também em
regides temperadas (LEWIS et al. 2005). As plantas desta familia sdo principalmente arbustos
que apresentam suas folhas verdes praticamente o ano inteiro e seus frutos sdo geralmente
legumes (NIELSEN, 1992).

O género Mimosa foi estabelecido por Linnaeus (1753) com 53 espécies, entretanto,
foram realizados tratamentos taxondmicos mais abrangentes por Bentham (1841, 1875, 1876),
Burkart (1948) e Barneby (1985). Em 1991, Barneby realizou a revisdo mais completa do
género, incluindo 479 espécies do Novo Mundo. Em estudo realizado por Dourado et al. (2013)
na APA Serra Branca/Raso da Catarina, Bahia, foram descritas cerca de 130 espécies novas e
estabelecidos 200 taxons infraespecificos. A prospeccao fitoquimica de Mimosa tenuiflora
atraiu um interesse consideravel, principalmente devido a presenca de alcaldides e taninos
(proantocianidinas) (RIVERA-ARCE et al., 2007).

A M. tenuiflora, conhecida popularmente como jurema-preta, pertence a familia
Fabaceae e subfamilia Mimosoidae. E uma planta caracteristica da caatinga e apresenta grande
potencial de producéo de forragem constituindo-se como uma importante fonte de alimentacéo
animal nesta regifo, na maioria das vezes (CALDAS PINTO, 2006). E também utilizada como
madeira e carvdo, bem como na medicina caseira em tratamentos de queimaduras, acne e
problemas de pele (MAIA, 2004).

Estudo realizado por Bezerra (2009) demonstrou a eficacia do extrato de M. tenuiflora
sobre cepas de S. aureus em diferentes concentracdes, de modo que foram observados halos de
inibicdo entre 6 e 25 mm. Da casca da M. tenuiflora foram isolados varios compostos com
atividade biologica que vém sendo estudados e publicados nos ultimos anos (MECKES-
LOZOYA, 1991a; JIANG et al., 1991; JIANG, et al., 1992; VEPSALAINEN et al., 2005;
PEREIRA et al., 2015), dando cada vez mais destaque a espécie nos avancgos do conhecimento
quimico-farmacologico. A abundancia de taninos e flavonoides detectados no extrato acetato
de etila de M. tenuiflora s@o os provaveis responsaveis pela atividade antimicrobiana da planta
(MECKES-LOZOYA et al., 1990b).
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Figura 2 - Espécie vegetal Mimosa tenuiflora.

‘@
Ry o

-i‘.‘:;“é;’ %I 3

45

Fonte: APNE/CNIP.

3.5. Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz

Espécies vegetais da familia Fabaceae sdo comumente utilizadas no tratamento de
doencas devido as propriedades curativas e terapéuticas, e muitas delas sdo usadas tanto na
farmacologia quanto na medicina popular, e dentre as mais utilizadas estad a Poincianella
piramidalys (catingueira) (GOMES et al., 2008). Loiola et al. (2010) destacam o uso de
Fabaceae como recurso medicinal em véarias comunidades rurais da caatinga nordestina,
mencionando a utilizacdo dessas plantas em rituais religiosos além de enfatizarem a influéncia
desse grupo de plantas na cultura sertaneja.

Poincianella pyramidalis (sin. Caesalpinia pyramidalis Tul.) é uma arvore (Figura 3)
pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), que é endémica do Nordeste do Brasil,
especialmente no bioma Caatinga (OLIVEIRA, 2013). P. pyramidalis é frequente e bastante
resistente a seca e cresce com poucas espécies associadas (LEAL, et al. 2003).

Espécies nativas brasileiras como Caesalpinia spp. apresentam diversas atividades
bioldgicas, em especial, atividade antimicrobiana (SAAED; SABIR, 2001). C. pyramidalis
Tui., sendo endémica da regido Nordeste e uma das espécies predominantes na caatinga.
Popularmente conhecida como "Catingueira” ou "pau-de-rato”, suas folhas séo
comprovadamente empregadas na medicina tradicional h& décadas como diurético, para tratar
infecgBes digestivas e como antipirético. (GOVERNO DO ESTADO DA BAHIA, 1979).
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Figura 3 - Espécie vegetal Poincianella pyramidalis.

Fonte: Reis et al., 2016

As folhas séo utilizadas na preparagé@o de infusdes e decocgbes pela populacdo como
diuréticos e antidicionépticos, bem como para o tratamento da febre (ALBUQUERQUE, 2007;
CARTAXO, 2010). Além disso, o extrato aquoso das folhas de P. pyramidalis demonstrou
resultados promissores quando testado para tratar nematddeos gastrointestinais em cabras
(BORGES-DOS-SANTOS, 2012). Estudos farmacoldgicos demonstraram que as partes aéreas
da planta possuem propriedades anti-inflamatérias (SANTANA, 2012), antifangicas (CRUZ,
2007) e antimicrobianas (SARAIVA, 2012).

3.6. Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex mart.

A familia Arecaceae inclui varias plantas tropicais importantes, especialmente
palmeiras, e muitos autores consideram esta familia como a mais importante na vida das pessoas
que vivem na floresta, como fonte de subsisténcia (PASSOS; MENDONCA, 2006). A palavra
palma é de origem remota, e 0s povos italicos aplicavam-na a tamareira (Phoenix dactilifera
L.) da Africa Mediterranea e do Oriente Médio, enquanto que os gregos chamavam-na foinix,
palavra de origem fenicia (LORENZI et al., 1996).

A espécie vegetal A. aculeata possui diversos nomes populares dependendo da regido,
podendo ser chamada de macalba, macalva, bocaiuva, coco-de-espinho, macaiba, coco de



29

catarro, bacaiuva, macacauba, marajuba, macaibeira, mucaja e mucajuba (LORENZI, 1992).
Esta espécie é distribuida nas Américas tropicais e subtropicais, com centro de origem no Brasil
(LANES et al., 2015).

Figura 4 - Espécie vegetal Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. Ex mart.

Fonte: Lorenzi, 2006.

No Brasil a A. aculeata é uma planta que ndo tem muito reconhecimento e importancia
comercial, deste modo, a exploracdo da macaulba atualmente é realizada de forma extrativista,
aproveitando os povoamentos nativos dessa planta, e para a exploracdo industrial, faz-se
necessario a substituicdo da atividade extrativista por cultivos racionais e sustentaveis
(MOTOYKE et al. 2011).

A polpa de A. aculeata pode ser usada como alimento (LORENZI, 2006; RAMOS et
al., 2008), na produgdo de cosméticos e seu uso para prevencdo de doencas recentemente
aumentou (SILVA, 2012). Esta planta medicinal tem sido tradicionalmente usada para tratar
doencas respiratorias e apresenta propriedades laxantes, analgésicas e restauradoras
(LORENZI, 2006). Além disso, estudo demonstrou que a mesma pode reduzir a glicemia
plasmaética e os niveis totais de colesterol (SILVA, 2012).

Embora essa palmeira tenha grande potencial produtivo e sua utilizagdo econémica de
forma extrativista seja uma atividade consolidada, ndo é explorada racionalmente devido a
pouca informacao sobre seu cultivo (MOTOYKE et al., 2013).
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3.7. Micro-organismos endofiticos

A mais ampla e atual definicdo de enddfitos diz que sdo todos os micro-organismos
cultivaveis ou ndo, que habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar mal ao hospedeiro,
e que ndo desenvolvem estruturas externas, excluindo desta maneira bactérias nodulantes e
fungos micorrizicos (AZEVEDO; ARAUJO, 2006; MARTINEZ-KLIMOVA, 2017).

O termo enddfito tornou-se um sinénimo de mutualista (MANI et al., 2015), e 0s
endofiticos entram nos tecidos das plantas por meio de feridas ou raizes, ou, alternativamente,
criando feridas através da secrecdo de enzimas como celulases ou por ranhuras causadas pelo
atrito com o solo durante o crescimento (ZHANG et al., 2006).

O endofitismo €, portanto, uma combinacdo Unica de beneficio e custo-beneficio
definida por "localizacdo" (ndo "funcdo™) que € transitoriamente assintomatica, discreta e
estabelecida inteiramente dentro dos tecidos vivos da planta hospedeira (KUSARI;
SPITELLER, 2011). A relagdo simbidtica entre planta e endofitico é benéfica para ambas as
partes: para o endofito devido a disponibilidade dos nutrientes da planta (WILSON, 1995), e
ainda os endofiticos melhoram a resisténcia da planta hospedeira a adversidade por secre¢do de
metabolitos bioativos (TAN, 2001).

Os endofiticos mais encontrados sdo fungos filamentosos (GUNATILAKA, 2006), que
desenvolveram mecanismos para competir com outro micro-organismos no meio intracelular
da planta, e os mesmos tém sido estudados por sua capacidade de produzir compostos
antibacterianos, antivirais, anticancerigenos, antioxidantes, antidiabéticos e imunossupressores
(MARTINEZ-KLIMOVA et al. 2017).

A selecdo das plantas e a minuciosidade das técnicas de esterilizacdo utilizadas sdo de
extrema importancia, e a planta que parece saudavel sugere que o isolado ¢ um endofitico, e
ndo um patégeno. Do mesmo modo, a completa higienizacdo da superficie das amostras de
tecidos se faz necessaria para garantir que o isolado € oriundo das estruturas internas da planta
e ndo € um contaminante do meio ambiente (MARTINEZ-KLIMOVA et al. 2017). Sabe-se
atualmente que diversas espécies vegetais que foram previamente estudadas hospedam pelo
menos um micro-organismo endofitico (KUSARI, 2012a; JOUDA, 2015; UZMA, 2016).

Embora os primeiros fungos endofiticos tenham sido isolados da semente de Lolium
temuleatum ha mais de 100 anos, o estudo dos fungos endofiticos foi impulsionado em 1993
com o trabalho pioneiro de Stierle et al. (1993), que descobriram o fungo endofitico Taxomyces
andreanae produtor de taxol isolado da planta Taxus brevifolia. Esta descoberta forneceu néo

s0 um novo método alternativo para explorar compostos terapeuticamente Uteis da natureza,
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mas também uma maneira de proteger recursos vegetais limitados em todo o mundo (WANG
et al., 2011). O fungo Seimatoantlerium tapuiense isolado de Maguireothammus speciosus
(Rubiaceae) também produz paclitaxel (STROBEL, 2003), essa habilidade pode reduzir a
coleta de plantas raras, de crescimento reduzido e ameacadas de extingdo, preservando-se
assim, a biodiversidade (GONCALVES et al., 2013).

Com sua biodiversidade, diversidade quimica e metabdlitos com atividade biologica
Unica, os fungos endofiticos sdo um recurso promissor para novas descobertas nas ciéncias e
tém o potencial de fornecer agentes terapéuticos para muitas doencas (WANG et al., 2011).
Uma vantagem potencial da pesquisa de micro-organismos endofiticos, conforme sugerido por
Verma et al. (2009), é que novos estilos de vida microbianas podem aumentar a probabilidade

de encontrar novos compostos bioativos.

3.8. Relacéo entre plantas medicinais e fungos endofiticos

Devido a grande variedade vegetal com potencial terapéutico e a diversidade cultural
das pessoas, 0s habitos relacionados ao uso de plantas medicinais incluem desde pequenas ervas
até arvores, bem como também existem diferencas nas partes vegetais utilizadas, podendo ser
raizes, folhas, frutos, sementes, cascas, entre outras, e de acordo com a regido do Brasil, as
necessidades terapéuticas também mudam, diversificando as caracteristicas de
producdo/obtengdo dos materiais vegetais para uso medicinal e resultando em uma
complexidade de aspectos a serem estudados. Todos estes fatores estimulam a curiosidade e
inventividade da pesquisa e dos pesquisadores, professores e alunos proporcionando novas
pesquisas (MING et al, 2012).

A existéncia de fungos dentro dos érgdos de plantas de forma assintomaética tem sido
conhecida desde o final do século XIX (GUERIN, 1898), e o termo "endofitico” foi proposto
pela primeira vez em 1866 (DE BARY, 1866). Uma vez que 0s micro-organismos endofiticos
foram descritos pela primeira vez por Darnel (Lolium temulentum) (FREEMAN, 1904), eles
tém sido isolados de varios 6rgdos de diferentes espécies de plantas, como musgos,
samambaias, desde os tropicos até os ecossistemas articos (ARNOLD, 2007), e todas as
especies de plantas estudadas abrigaram pelo menos um microrganismo endofitico (KUSAR:I,
2012b).

Apesar dos micro-organismos endofiticos terem sido mencionados pela primeira
vez no inicio do seculo XIX, quem primeiro delineou a diferenca entre eles e o0s

patogenos de plantas foi Bary, em 1866. Entretanto, foi apenas no século XX, no fim da década
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de 70, que os micro-organismos endofiticos comecaram a adquirir importancia cientifica,
quando foi verificado que eles apresentam interacBes simbidticas com o hospedeiro,
protegendo as plantas do ataque de insetos, de doencas e de herbivoros (AZEVEDO et
al., 2002).

Comumente, 0 uso terapéutico das plantas é conhecido pela sabedoria convencional. No
entanto, este uso deve basear-se ndo apenas na observacdo, mas também nos resultados da
experimentacdo cientifica (AVERSI-FERREIRA et al., 2013). Desde milhares de anos a
natureza é considerada uma abundante fonte de compostos medicinais, e até os dias atuais pode
ser considerada uma inesgotavel fonte de novos compostos bioativos (NEWMAN; CRAGG,
2007). As substancias quimicas ativas encontradas no tecido vegetal sdo responsaveis pela
atividade farmacoldgica de uma planta (VERPOORTE et al., 2000).

Alguns fatores como a constante ameaca a biodiversidade, o baixo nimero de novas
moléculas bioativas quimicas desenvolvidas pelas industrias farmacéuticas, assim como a
descoberta de farmacos tendo como fonte os produtos naturais, evidenciam o indiscutivel
argumento em favor da exploracdo da natureza de modo cauteloso para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes bioativos (NEWMAN; CRAGG, 2007). Neste aspecto, a
diversidade biol6gica imensamente rica do Brasil oferece um potencial Unico e incomparével.

A busca por compostos produzidos por micro-organismos tem uma histéria mais recente
que a dos produtos derivados de plantas. A descoberta da penicilina por Fleming (1929),
revolucionou o tratamento de infec¢Ges bacterianas. Esta descoberta levou pesquisadores
académicos e industrias farmacéuticas a procurar intensivamente produtos bioativos
derivados de micro-organismos, e esta busca produtiva resultou em um grande nimero de
farmacos com uma variedade de indicages terapéuticas (GALLO et al., 2009).

Os micro-organismos apresentam uma grande importancia na terapéutica no que diz
respeito as substancias biologicamente ativas, assim como compreendem uma enorme
diversidade de espécies. Apesar disso, do ponto de vista do metabolismo secundario, os fungos
e bacterias constituem um dos grupos menos estudados (STROBEL et al., 1996).

Historicamente, entre todos 0s micro-organismos estudados, os fungos tém sido
reconhecidos como um dos produtores de metabolitos secundarios mais promissores. Tem sido
sugerida a essencialidade dos fungos para a saude e prosperidade de todos ecossistemas
terrestres, devido a eficacia dos mesmos para sustentabilidade e biodiversidade destes
ecossistemas (GUNATILAKA, 2006).
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3.9. Relevancia biotecnologica de fungos endofiticos

Uma das vantagens em se trabalhar com micro-organismos é a possibilidade de controle
sobre os processos operacionais de maneira relativamente simples, e em comparagdo com as
plantas, os fungos apresentam crescimento mais rapido em menor tempo e espago. Além disso,
as condicdes de cultivo (tempo, pH, nutrientes, temperatura, aera¢éo) podem ser modificadas a
fim de aumentar ou de direcionar a producéo de metabdlitos de interesse (PEARCE, 1997).

Os micro-organismos endofiticos apresentam uma fonte rica e ndo totalmente estudada
de novos compostos naturais biologicamente ativos, de grande interesse em todo o mundo
(MACHAVARIANI et al., 2014). Os metabolitos secundarios produzidos pelos micro-
organismos endofiticos podem ser implementados nas inddstrias farmacéutica e agricola
(GOLINSKA et al., 2015), uma vez que os produtos naturais dos endofiticos tem atividades
como antimicrobianos, antifungicos, anticancerigenos, imunossupressores ou antioxidantes
(ZHANG, 2006).

Os metabdlitos produzidos pelos enddfitos tem atividade antibidtica contra outras
bactérias, fungos ou protozoarios (MARTINEZ-KLIMOVA, 2017), sendo considerados, deste
modo, um importante meio para a obtencdo de novas moléculas ativas, conforme ilustra a

Figura 4.

Figura 5 - Micro-organismos endofiticos isolados de plantas como fontes de moléculas
bioativas.

Fonte: Martinez-Klimova, 2017.

Exemplos mais recentes do isolamento de metabdlitos secundarios associados aos
endofiticos envolvem a camptotecina, obtida de um fungo endofitico de Nothapodytes foetida
(PURI et al., 2005a); podofilotoxina, produzida pelo endofitico Trametes hirsuta, isolado de
Podophyllum hexandrum (PURI et al., 2005b); vincristina , isolada a partir do fungo endofitico
Mycelia sterilia associado a Catharanthus roseus (YANG et al., 2004) e hipericina de um fungo

associado a Hypericum perforatum (KUSARI et al., 2008). Deste modo, novas aten¢des vem
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sendo dadas para a quimica e bioatividade dos metabdlitos dos endofiticos, e também para sua
biodiversidade e funcBes ecoldgicas (TAN; ZOU, 2001).

Estudo realizado por Gongalves et al. (2017) com a finalidade de mapear as patentes,
nas bases de patentes do European Patent Office (EPO), Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) do Brasil e World Intellectual Property Organization (WIPO), verificou a
frequéncia de depositos e as perspectivas sobre o uso de fungos endofiticos e suas aplicacdes
na industria farmacéutica, entre os anos de 2000 e 2015. Os resultados deste estudo revelaram
que no Brasil foram identificadas apenas cinco (05) patentes depositadas no INPI. E pertinente
mencionar que o Brasil, apesar de possuir uma das maiores biodiversidades do mundo
(GANEN, 2010), apresentou um nimero reduzido de depdsito de patentes, quando comparado
com os dados da China que é a maior detentora de patentes envolvendo fungos endofiticos
aplicados na area farmacéutica e cosmética, possuindo 31 patentes depositadas (GONCALVES,
2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Tipo de estudo

Trata-se de pesquisa basica do tipo experimental in vitro com abordagem quantitativa,
no qual foram testados extratos em acetato de etila do caldo de fermentacdo de fungos
endofiticos isolados das espécies vegetais A. aculeata, P. pyramidalis e M. tenuiflora, visando
seu potencial farmacoldgico. A pesquisa foi constituida de ensaios para identificar a taxonomia
dos fungos isolados, bem como para avaliar a atividade citotdxica pelo método colorimétrico
Metiltetrazolium (MTT), a atividade antibacteriana para a determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM) por meio do Método de Microdiluicdo em Caldo e a atividade
cicatrizante in vitro por meio do Scratch Assay.

4.2. Locais de realizacdo do estudo

A pesquisa foi realizada em laboratorios pertencentes a Universidade Federal de
Alagoas: Laboratério de Microbiologia Clinica (isolamento e identificacdo dos fungos);
Laboratorio de pesquisa em Tratamento de Feridas (LpTF) (ensaio in vitro antimicrobiano);
Laboratorio de Farmacologia e Imunidade (LaFl) (ensaio in vitro MTT), e Laboratorio de

Biologia Celular (ensaio in vitro MTT e Scratch Assay).

4.3. Delineamento do estudo
4.3.1. Coleta do material vegetal

As amostras das folhas de M. tenuiflora e P. pyramidalis foi obtida em triplicata, no
municipio de Delmiro Gouveia/AL em setembro de 2016. A identificacdo das plantas ocorreu
no Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA/AL), onde as exsicatas encontram-se
depositadas em seu Herbario, com a identificagio MAC n° 63741 e 63736, respectivamente
(Anexo I). As folhas da A. aculeata foram cedidas pelo Laboratorio de Processos da Macauba
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.3.2. Isolamento dos fungos

Apos a coleta, as amostras foram lavadas suavemente em agua corrente para remover
0s pos e detritos. As amostras foram desinfectadas na superficie pelo método de Dobranic et al.

(1995). As amostras foram imersas em etanol a 70% por 5 s, seguidas por imersdo em
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hipoclorito de sddio (NaOCI) a 4% por 90 s e depois lavadas em agua destilada estéril por 10
s. Em seguida, com o auxilio de uma tesoura autoclavada, foram cortados quatro seguimentos
de 01 cm das folhas e transferidos para placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA).

O material bioldgico foi incubado em temperatura ambiente (28 + 1 °C) e observado
diariamente. Conforme ocorria a formacdo dos micélios ao redor dos segmentos das folhas,
estes, eram transferidos para outras placas de Petri contendo o0 mesmo meio de cultura. Para o
isolamento total dos fungos, foram feitos varios repiques em meio BDA ou Sabouraud

Dextrose Agar (SDA) até a obtencdo de cultura pura.

4.3.3. Obtencdo dos extratos

4.3.3.1 Preparacéo dos extratos etandlicos das plantas

O material vegetal das folhas de M. tenuiflora e P. pyramidalis, apds secagem a
temperatura ambiente e trituracdo, foram extraidos, por meio de maceracdo, com o solvente
etanol a P. A. Apds concentracdo das solu¢Bes em evaporador rotativo na temperatura maxima
de 40 °C com 120 rotacgdes por minuto e secagem a temperatura ambiente, foi obtido o extrato
etandlico bruto.

As folhas de macalba foram secas a temperatura ambiente por duas semanas, trituradas
e mantidas ao abrigo da luz, em seguida, foram submetidas a extracdo com etanol P.A. A
solucdo resultante ap0s a filtracdo foi concentrada em evaporador rotativo a 40 °C 120 rotacdes
por minuto e secagem a temperatura ambiente, foi obtido o extrato etandlico bruto (SANTOS,
2015). Os trés extratos provenientes das plantas foram utilizados posteriormente no ensaio de
citotoxicidade do MTT, para fins de comparacdo com os extratos dos fungos isolados das

referidas plantas.

4.3.3.2 Preparacdo dos extratos dos fungos isolados das plantas

Os fungos endofiticos isolados de A. aculeata, P. pyramidalis e M. tenuiflora foram

retirados de armazenamento em placas de Petri com meio BDA e cultivados em erlenmeyers
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contendo 100 mL de meio liquido de Batata e Dextrose (BD), incubados a 28°C em repouso, e
o cultivo foi conduzido por um periodo de até 30 dias (Figura 6).

Figura 6 - Cultivo dos fungos endofiticos em erlenmeyers com meio liquido Batata Dextrose.
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Fonte: autora, 2018.

Em seguida, a massa micelial dos fungos foi separada por filtracdo, passando-se duas
vezes consecutivas em papel de filtro estéril. A fase liquida da cultura (Figura 7), agora
denominada caldo de cultivo fermentado, foi submetida ao processo de extracdo liquido-liquido
com acetato de etila (2:1).

Ap0s esse periodo, o caldo de cultivo fermentado foi concentrado em evaporador
rotativo a 40 °C, até eliminag&o do solvente. Esta técnica estd baseada na separacdo das fases
aquosas e organicas, pois 0s componentes presentes no caldo de cultivo fermentado

apresentardo diferentes solubilidades nestas duas fases.

Figura 7 - Particdo liquido-liquido do caldo de cultivo fermentado com acetato de etila.

Fonte: autora, 2018.
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4.3.4. Identificacdo dos Fungos Endofiticos

O procedimento de identificagdo foi realizado em duas etapas, na primeira foram
observadas caracteristicas macroscopicas em meio BDA, como coloracdo, diametro das
col6nias, textura e comparadas com a literatura (DOMSCH et al. 1980).

Na etapa seguinte foi realizado o microcultivo em laminas (RIDDEL, 1950), onde foram
transferidos trés segmentos do fungo a ser identificado e cobertos com laminulas (Figura 8),
sendo retiradas ap0s o tempo de crescimento satisfatorio de cada fungo, e com leitura realizada
no periodo de 3, 7 e 10 dias, seguido de posterior analise em microscopio optico (Nikon Eclipse
E200). Aspectos micromorfoldgicos foram buscados para auxiliar na classificacdo do género,
com auxilio de chaves taxonémicas padrdo (DE HOOG et al., 2000), e avaliando a presenca ou

auséncia, bem como o tipo de estruturas reprodutivas.

Figura 8 - Microcultivo de Poincianella pyramidalis Tul., de acordo com a técnica de Ridel.

4.4. Ensaio de Microdiluicdo em caldo

4.4.1. Linhagens bacterianas utilizadas

As linhagens bacterianas utilizadas neste estudo foram padronizadas pela American
Type Culture Collection — ATCC/Manassas - VA/USA. Os extratos foram testados frente as
bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis
(ATCC 14990) e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) e Escherichia coli
(ATCC 14942). Estas cepas foram escolhidas pelo fato de serem as bactérias mais frequentes
em infeccOes de feridas infectadas (ROMLING; BALSALOBRE, 2012).

4.4.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima pela Microdilui¢cdo em caldo

O protocolo seguido para realizacdo do Método de Microdiluicdo em Caldo para
determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima foi baseado no Clinical Laboratory Standards
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Institute - CLSI (2012), visto que este é um protocolo completo que avalia a atividade
antimicrobiana de substdncias, tanto pela difusdfo em disco, quanto pela
microdiluicdo/macrodiluicdo em caldo.

A solubilizacao das amostras se deu através da mistura de 20 mg do extrato em questéo,
adicionado a 200 uL de solucdo de Dimetilsulfoxido (DMSO) a 1 % e diluido em 9,80 mL
solucdo fisioldgica a 9 %, obtendo uma concentracéo de 2.000 ug/mL.

Para realizacdo do teste, foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96 pogos com
fundo em U, formadas por 12 colunas (1 - 12) e 8 linhas (A - H). Nas colunas de 1 a 9 da linha
A, foram colocados os extratos solubilizados, com um volume de 100 pL, obtendo em ambos a
concentragdo de 1000 pg/mL, enquanto as colunas 10, 11 e 12 foram destinadas
respectivamente, para o Controle Negativo (CN): DMSO a 1 % diluido em caldo Mueller
Hinton e o indculo bacteriano; Controle positivo (CP), onde foram utilizados Caldo Mueller
Hinton, ciprofloxacina e o in6culo microbiano; e Controle de Esterilidade da placa (CE), onde
foi utilizado apenas o Caldo Mueller Hinton, conforme ilustra a figura 9.

Ap0s esse processo, 100 pL do contetido do meio MH de cada orificio da linha A foi
transferido para a linha B e ap6s homogeneizacdo, o mesmo volume foi transferido para a linha
C, repetindo assim o processo até a linha H no qual foi desprezado o excesso, obtendo-se assim
as seguintes concentragdes: 1000 ug/mL, 500 pug/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 ug/mL,
31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL, 7,81 pg/mL.

Figura 9 - Microplaca (contendo 96 pogos) para técnica da Microdiluicdo em Caldo
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Fonte: Autora, 2018.
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Os in6culos microbianos foram preparados baseado no protocolo proposto pelo CLSI
(2012), utilizando a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 10® Unidades Formadoras de
Colbnias/mL). As bactérias foram diluidas em 3 mL de solucdo salina tamponada (SST) e 1 mL
dessa solucdo foi rediluido na proporcdo de 1:10 de SST e desta 5 pL (10* UFC/mL) foram
depositados nos pocos das colunas de 1 a 11.

As microplacas foram embaladas em papel filme e incubadas em uma estufa
bacterioldgica a 35 °C de 16 a 20 horas. Apds esse periodo, foi acrescido em cada orificio, 20
pL de uma solucdo aquosa de Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC) a5 % (v/v) e as placas
foram reincubadas a 35 °C por mais 3 horas. Apds a Gltima incubacdo, a presenca de coloracdo
avermelhada nos pogos, indicou que ndo houve inibi¢do do crescimento microbiano, enquanto
que a diminuicdo da coloracdo avermelhada ou a inexisténcia da mesma indicou que o extrato

possuiu uma acao inibitdria frente ao micro-organismo testado.

4.5. Ensaio colorimétrico do Metiltetrazolium

4.5.1. Linhagem celular

Macrdéfagos da linhagem J774 foram utilizados para os ensaios in vitro de determinagdo
da viabilidade celular. Estes foram mantidos em garrafas de cultura em 10 mL de meio Rosswel
Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% em estufa
de didxido de carbono (CO2). No momento do uso, as células foram contadas, ajustadas em
meio RPMI suplementado com 10% de SFB.

4.5.2. Determinacdo da viabilidade celular

Para a determinacdo da citotoxicidade dos extratos das plantas e dos fungos foi realizado
0 método colorimétrico do Metiltetrazolium (MTT), fundamentado na atividade mitocondrial
das ceélulas pela reducdo do MTT, por meio da clivagem do sal de tetrazélio, de coloragéo
amarelada, em cristais de formazan, de coloracdo azul escuro, pela enzima succinato
desidrogenase que estd presente nas mitocondrias ativas. Quanto mais escura a coloragdo ao
final da reagdo, maior é a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Os macrdfagos foram colocados em placas de 96 pogos com uma densidade de 2 x 10°
células por poco cultivados em meio Dulbecco Mem (DMEM) suplementado com 10% de SFB,
de modo que cada poco foi preenchido com 200 puL do meio com as células.

As células foram tratadas com os extratos do caldo de cultivo fermentado dos fungos
isolados de M. tenuiflora, A. aculeata e P. pyramidalis submetidos aos testes antibacterianos in
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vitro, nas concentragdes de 100 pg/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL por 48 horas e mantidas em estufa
a5 % de CO.. Uma hora antes de adicionar o MTT, as células de trés pogos foram lisadas com
2 UL de Triton 100X para comparacdo de morte celular.

Como controle positivo foram utilizadas células mortas e como controle negativo
células cultivadas acrescidas do diluente DMSO, em cada respectivo poco. Apds o periodo de
incubacéo total (48 h), o sobrenadante foi descartado e em cada cavidade foi adicionado 100
pL de uma solucdo de MTT (500 pg/mL) e reincubadas por 1 hora em estufa a 37 °C e a 5%
de CO.. Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido com
100 pL de DMSO.

Para a quantificacdo do sal tetrazdlio reduzido a cristais de formazan, as placas foram
lidas com o auxilio de um leitor de microplacas no comprimento de onda 550 nm. Para obtenc¢éo
dos resultados, a média das absorbancias e diferencas estatisticas entre os grupos tratados e 0s
de controle foram avaliados pelo teste Dunnett e ANOVA e identificados por um, dois ou trés
asteriscos (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) os niveis de significAncia em comparagdo com
0s grupos controle. O esquema geral do ensaio de viabilidade celular do metiltetrazolium esta

ilustrado na figura 10.

Figura 10 - Esquema geral do ensaio de viabilidade celular do metiltetrazolium (MTT)
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(Amarelo) H .’. '.. ......

Fonte: Elaborado pela autora baseado em MOSMANN et al., 1983.
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4.6. Ensaio cicatrizante in vitro utilizando Scratch Assay

4.6.1. Linhagem celular

Para a realizagdo do presente ensaio, foram utilizados fibroblastos da linhagem 3T3 de
tecido de embrido de camundongo Fibroblastos 3T3 cultivados em Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF), L-glutamina (2 mM) e

gentamicina (40 pg / mL) em incubadora umidificada em atmosfera com 5% COz a 37 ° C.

4.6.2 Ensaio de Viabilidade Celular com MTT

O efeito dos extratos de acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp. isolado
de P. pyramidalis, Rhizoctonia sp. isolado de M. tenuiflora e do fungo endofitico nédo
identificado isolado de A. aculeata na viabilidade dos fibroblastos 3T3 foi realizado pelo ensaio
MTT (MOSMANN, 1983).

Para realizacdo do ensaio, as células foram semeadas em uma placa de 96 poc¢os (7 X
103 células / pogo) durante a noite e tratados com diferentes concentracdes dos extratos de
acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp., Rhizoctonia sp. e do endofitico isolado
de A. aculeata (1, 10, 50 ou 100 pg / mL) por 24 horas. Apds a incubagdo com o tratamento,
22,5 uL de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio brometo) (Sigma-Aldrich -
EUA) (5 mg/ mL em PBS) foi adicionado a cada poco por 4 horas.

Entdo, o sobrenadante foi descartado e 150 ul. de DMSO foram adicionados a cada pogo
para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia de cada poco foi registrada usando um
espectrofotdbmetro de microplacas e a densidade Optica (DO) foi medida a 540 nm. A
porcentagem de célula de viabilidade foi calculada através desta férmula: (células tratadas com
DO / células ndo tratadas com DO) X 100.

4.6.3. Determinacgédo da migracéo celular pelo Scratch Wound Assay

O Scratch Assay € um método direto e econdmico para estudar a migracdo celular in
vitro (TODARO, 1965). Este método baseia-se na observacao de que, apos a criagdo de um
risco, chamada "scratch”, em uma monocamada celular confluente, as células na borda do
espaco recém-criado mover-se-do para a abertura para fechar o "arranhao™ até que novos
contatos de célula-célula sejam estabelecidos novamente. As etapas basicas envolvem a

criacdo de um "arranhdo" em células monocamadas, a captura de imagens no inicio e
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intervalos regulares durante a migragéo celular para fechar o arranh@o e a comparacgéo das
imagens para determinar a taxa de migracao celular (LIANG et al., 2007).

Figura 11 - Esquema do ensaio in vitro de cicatrizacdo Scratch Assay.

Atividade
cicatrizante positiva

Atividade
cicatrizante negativa

Fonte: Figura adaptada do site VALA SCIENCES INC, 2018.

O efeito dos extratos de acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp. isolado
de P. pyramidalis, Rhizoctonia sp. isolado de M. tenuiflora e do fungo endofitico ndo
identificado isolado de A. aculeata, na migracdo dos fibroblastos 3T3 foi avaliada pelo ensaio
de cicatrizagdo de ferida in vitro ou Scratch wound asay (MOSMANN, 1983).

Os fibroblastos 3T3 foram cultivados em uma placa de 24 pogos (7 x 10%) em meio
DMEM contendo 10% de SBF durante 12 horas. Assim, a monocamada celular confluente foi
arranhada por uma ponta ponteira estéril de 200 pL. Para observar o efeito das amostras testadas
na migracgdo de fibroblastos, as células foram tratadas com meio DMEM a 2 % ou com extratos
de acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp. isolado de P. pyramidalis,
Rhizoctonia sp. isolado de M. tenuiflora e do fungo endofitico ndo identificado isolado de A.
aculeata imediatamente antes da confecgéo do arranhdo. A concentragéo utilizada no Scratch
assay foi de 10 ug / mL que foi definida apos a realizagdo do MTT com fibroblastos.

A avaliacdo da atividade cicatrizante se deu através da observagdo do crescimento e
migracdo de células em direcdo ao centro, sendo monitorada por mensuragdo (CORY, 2011).
As imagens foram tiradas as 0 e 24 horas ap0s o0 arranh&o, e a mensuracgéo foi verificada por
um microscopio invertido (Olympus 1X70) usando uma camera digital. A migracéo celular foi

medida com o software ImageJ.
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5. RESULTADOS

5.1. Fungos endofiticos isolados

Apds o crescimento micelial em meio sélido, procedeu-se o isolamento do material
microbiologico por varios repiques até o isolamento de um Unico micro-organismo fangico.
Como resultado, foram obtidas dois micro-organismos endofiticos, um fungo isolado de cada
uma das plantas estudadas: Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir e Poincianella pyramidalis Tui., e
6 (seis) micro-organismos endofiticos isolados de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart
(SANTOS, 2015), entretanto, no presente estudo trabalhou-se com apenas um endofitico da
referida espécie vegetal, totalizando 3 micro-organimos, sendo um fungo isolado de cada
espécie vegetal, conforme ilustra a figura 9. Foram realizados sucessivos repiques a fim de
eliminar qualquer micro-organismo contaminante e obter os fungos objetos deste estudo

purificados nas placas para seguir com o preparo dos extratos.

Figura 12 - Fungos endofiticos isolados de a) Mimosa tenuiflora, b) Acrocomia aculeata e c)
Poincianella pyramidalis.

Fonte: autora, 2018.

5.2. Identificacdo macroscopica e microscopica dos fungos endofiticos

O fungo endofitico isolado de P. pyramidalis macroscopicamente apresentou coldnias
filamentosas pulverulentas de coloragéo verde acinzentado em sua regido central e bordas de

coloracéo verde escura (Figura 13).
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Figura 13 - Fungo endofitico isolado de Poincianella pyramidalis.

Fonte: autora, 2018.

A microscopia, 0 mesmo fungo apresentou conididforos ramificados e conidios
distribuidos sobre as fialides em forma de cadeias (Figura 14), possibilitando desta forma a
identificacdo do género do fungo endofitico Penicillium sp. (ONIONS; BRADY, 1987), quando
comparado com a literatura especializada. Pequenos fragmentos contendo hifas foram
depositados em laminas, coradas com azul de lactofenol algodao e examinados ao microscopio
Optico (160x).

Figura 14 - Microscopia Optica do fungo endofitico Penicillium sp. (160 x) corado com azul
de lactofenol algoddo, isolado de Poincianella pyramidalis em comparacdo com literatura
especializada.

Conidioforo

Fonte: a) Autora, 2018; b) Adaptado de Onions; Brady, 1987.

Dentre os 6 fungos endofiticos isolados da espécie vegetal A. aculeata (SANTOS,
2015), optou-se por trabalhar com um dos fungos no presente estudo. O mesmo apresentou
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como caracteristicas macroscopicas: coldnias filamentosas pulverulentas de coloracdo roxa

com areas de coloracdo branca no centro da coldnia (Figura 15).

Figura 15 - Fungo endofitico isolado de Acrocomia aculeata.

Fonte: autora, 2018.

Microscopicamente o fungo endofitico isolado de A. aculeata (Figura 16) pela técnica
do microcultivo ndo apresentou estruturas reprodutivas, 0 que inviabilizou a identificacdo do

género do mesmo, por meio das chaves taxondmicas da literatura especializada.

Figura 16 - Microscopia Optica do fungo endofitico (160 x) corado com azul de lactofenol
algodéo isolado de Acrocomia aculeata.

Fonte: autora, 2018.
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Da espécie vegetal M. tenuiflora foi isolado um fungo endofitico que
macroscopicamente apresentou-se como colbnias filamentosas algodonosas de coloragdo

branca (Figura 17).

Figura 17 - Fungo endofitico isolado de Mimosa tenuiflora

Fonte: autora, 2018.

O fungo endofitico isolado de M. tenuiflora apresentou como caracteristica morfoldgica
amicroscopia, ser um fungo hialino e septado, com ramificacfes em angulo reto. A partir dessas
caracteristicas e por meio das chaves taxondmicas da literatura especializada (DE HOOG et al,
2000), foi realizada a identificacdo do fungo endofitico Rhizoctonia sp.

Figura 18 - Microscopia Optica do fungo endofitico Rhizoctonia sp. (100 x) clarificado com
hidroxido de potassio (KOH), isolado de Mimosa tenuiflora.

Legenda: a) ramificacdes em angulo reto; b) micélio septado.
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5.4. Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM)

No presente estudo, os resultados quanto a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
extratos do caldo de cultivo fermentado dos fungos isolados de M. tenuilfora, A. aculeata e P.
pyramidalis, contra as cepas padrdo de S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 14990),
P. aeruginosa (ATCC 27853) e E. coli (ATCC 14942) estdo na tabela 2.

Tabela 2: Concentracdo Inibitéria Minima (ug/mL) dos extratos oriundos dos fungos isolados.

Concentracio I;ibitéria }Ii'nima - CIM (;.lg/tilL)

Estirpes Fungo isolado da Fungo isolado da  Fungo isolado da

bacterianas Mimosa tenuiflora  Poincianella Acrocomia
pyramidalis aculeata

S. auwreus NI NI 31,25 pg/mL

S. epidermidis NI NI 62.5 ng/mL

P. aeruginosa NI NI NI

E. coli NI NI NI

Legenda: NI: ndo inibiu; S. qureus: Staphylococcus aureus; S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis; P.
aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; E. coli: Escherichia coli.

Os extratos dos fungos isolados de M. tenuiflora e de P. pyramidalis ndo demonstraram
acao inibitoria frente as cepas testadas de S. epidermidis, S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Ja
o0 extrato do fungo isolado de A. aculeata ndo apresentou acao inibitoria frente as cepas de P.
aeruginosa e E. coli, no entanto, o extrato apresentou CIM de 31,25 pug/mL para S. aureus e
CIM de 62,5 pg/mL para S. epidermidis.

5.5. Citotoxicidade pelo Método Colorimétrico do Metiltetrazolium (MTT)

A citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo Método Colorimétrico do
Metiltetrazolium (MTT) frente aos macréfagos J774, nas seguintes concentragdes: 100 pg/mL,
10 pg/mL e 1 pg/mL, e para fins de comparagdo o presente teste foi realizado com 0s extratos
das plantas bem como com os extratos dos fungos endofiticos isolados das referidas plantas.

Ao analisar o grafico da citotoxicidade quando comparadas as células tratadas com
DMSO (grupo controle), o extrato do fungo endofitico isolado da M. tenuiflora ndo apresentou
efeito letal significante para os macrofagos J774 em todas as concentracles testadas,

apresentando-se atoxico, com viabilidade celular de 123,38 %, 125,24 % e 167,23 % na



49

concentracdo de 100 pg/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente, conforme ilustra a figura
19.

Figura 19 - Viabilidade celular do extrato em acetato de etila do fungo Rhizoctonia sp. isolado
de Mimosa tenuiflora frente aos macrofagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagao ao grupo controle
(DMSO0).

O extrato da planta M. tenuiflora, diferente do que foi apresentado pelo fungo
Rhizoctonia sp. isolado da referida espécie vegetal, na concentragdo de 100 pug/mL apresentou
consideravel citotoxicidade com 83,95 % de viabilidade celular, entretanto nas concentracdes
de 10 e 1 pg/mL, assim como o extrato do fungo Rhizoctonia sp., 0 extrato da planta ndo
apresentou citotoxicidade com viabilidade celular de 117,41 % e 139,93 %, respectivamente
(Figura 20).

Figura 20 - Viabilidade celular do extrato etandlico de Mimosa tenuiflora frente aos
macrofagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células viaveis em comparagao ao grupo controle
(DMSO0).

Do mesmo modo, ao analisar o grafico da citotoxicidade quando comparadas as células
tratadas com DMSO (grupo controle), o extrato do caldo de cultivo fermentado do fungo
endofitico isolado da espécie vegetal A. aculeata ndo apresentou efeito letal significante para
0os macréfagos J774 em todas as concentracdes testadas, sendo, portanto atoxico, com
viabilidade celular de 120,04 %, 132,61 % e 182,11 % na concentracdo de 100 pg/mL, 10
pug/mL e 1 pg/mL, respectivamente. Como foi possivel perceber, o presente extrato exibiu

acentuada proliferacdo celular, conforme ilustra a figura 21.

Figura 21 - Viabilidade celular do extrato em acetato de etila do fungo isolado de Acrocomia
aculeata frente aos macréfagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagao ao grupo controle
(DMSO0).

O extrato da planta A. aculeata, diferente do que foi apresentado pelo fungo endofitico
isolado da referida espécie vegetal, na concentragdo de 100 pg/mL apresentou certa
citotoxicidade com 92,13 % de viabilidade celular, entretanto nas concentracdes de 10 e 1
png/mL, semelhante ao extrato do fungo, o extrato da planta ndo apresentou citotoxicidade com
viabilidade celular de 113,42 % e 113,05 %, respectivamente.
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Figura 22 - Viabilidade celular do extrato etandlico de Acrocomia aculeata frente aos
macrofagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparacdo ao grupo controle
(DMSO0).

O extrato do fungo endofitico isolado da P. pyramidalis, apresentou-se atdxico,
comparando-se com o grupo controle (grafico 3). Nao se observou efeitos deletérios nas células
tratadas, nas trés concentracGes testadas, com viabilidade celular de 122,66 %, 133,73 % e
177,53 % nas concentracBes de 100 pg/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente. Frente a
estes resultados considera-se que este extrato exibiu acentuada proliferacéo celular.

Figura 23 - Viabilidade celular do extrato em acetato de etila de Penicillium sp. isolado de
Poincianella pyramidalis frente aos macréfagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagao ao grupo controle
(DMSO).

O extrato da planta P. pyramidalis ndo apresentou citotoxicidade significativa quando
testado frente aos macrofagos J774, de modo que na concentragdo de 100 pg/mL apresentou
viabilidade celular de 98,62 %, e nas concentracdes de 10 e 1 pg/mL apresentou viabilidade
celular de 116,80 % e 92,94 %, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24 - Viabilidade celular do extrato etandlico de Poincianella pyramidalis frente aos
macrofagos J774.
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Legenda: Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagao ao grupo controle
(DMSO0).

5.6 Ensaio de migracéo celular

5.6.1. Viabilidade celular com fibroblastos 3T3

O efeito do extrato de acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp. isolado de
P. pyramidalis na viabilidade dos fibroblastos 3T3 foi realizado pelo ensaio MTT, de modo que
nas concentragdes de 100 e 50 pug/mL o extrato se mostrou tdxico, com viabilidade celular de
67.72+£2.13 e 67.23 + 6.53 %, respectivamente. Ja nas concentracfes de 10 e 1 pg/mL o extrato
ndo foi toxico, com viabilidade de 108.8 + 2.12 e 105.7 * 3.58 %, respectivamente.

Figura 25 - Efeito do extrato de acetato de etila do caldo fermentado de Penicillium sp. isolado
de Poincianella pyramidalis.
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Legenda: As barras representam a média £ SEM. A linha tracejada representa o grupo controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagdo ao grupo controle. One-
way ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (controle vs. tratamento).

O efeito do extrato de acetato de etila do caldo fermentado de Rhizoctonia sp. isolado
de M. tenuiflora na viabilidade dos fibroblastos 3T3 esta representado na figura 26. Na
concentracdo de 100 pg/mL o extrato se mostrou toxico, com viabilidade celular de 78.45 +
3.93 %, entretanto nas concentragdes de 50, 10 e 1 pg/mL o extrato ndo apresentou

citotoxicidade.

Figura 26 - Efeito do extrato de acetato de etila do caldo fermentado de Rhizoctonia sp. isolado
de Mimosa tenuiflora.
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Legenda: As barras representam a média £ SEM. A linha tracejada representa o grupo controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos em porcentagem de células viaveis em comparagdo grupo controle. One-way
ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (controle vs. tratamento).

O extrato de acetato de etila do caldo fermentado do fungo endofitico isolado de
Acrocomia aculeata apresentou efeito tdxico na viabilidade dos fibroblastos 3T3 nas
concentragdes de 100 e 50 pg/mL, com 79,50 + 4.92 e 60.69 + 3.55 % de células viaveis. Nas

concentracdes de 10 e 1 pug/mL, o extrato ndo apresentou citotoxicidade significativa.
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Figura 27 - Efeito do extrato de acetato de etila do caldo fermentado do fungo endofitico
isolado de Acrocomia aculeata.
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Legenda: As barras representam a média £ SEM. A linha tracejada representa o grupo controle (tratado com
DMEM). Os dados foram expressos em porcentagem de células vidveis em comparagdo grupo controle. One-way
ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (controle vs. tratamento).

Os valores da média e erro padrdo da média das amostras dos extratos de acetato de etila
do caldo fermentado de Penicillium sp., Rhizoctonia sp. e do fungo endofitico isolado de A.
aculeata na viabilidade dos fibroblastos 3T3 estdo representados na tabela 3. A partir do
presente resultado do ensaio do MTT, foi determinada a concentracdo de 10 pg/mL para a
realizacdo do Scratch Assay com a mesma linhagem celular de fibroblastos, devido a nédo

toxicidade dos extratos na referida concentracao.

5.6.2 Ensaio cicatrizante in vitro (Scratch Assay)

No ensaio cicatrizante in vitro, fibroblastos da linhagem 3T3 foram semeados em placas
de 24 pogos durante a noite, depois as células foram arranhadas e tratadas com os extratos em
acetato de etila do caldo de cultivo fermentado de Rhizoctonia sp., Penicillium sp. e do fungo

endofitico isolado de Acrocomia aculeata (10 pg / mL) ou meio de cultura (DMEM).
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Figura 28 - Fotomicrografias representativas das células feridas as 0 e 24 h ap6s o arranhao.
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Legenda: a) Controle com DMEM,; b) Extrato de Penicillium sp.; ¢) Extrato de Rhizoctonia sp.; d) Extrato de
fungo endofitico isolado de Acrocomia aculeata.

A avaliacdo da taxa de migragéo dos fibroblastos 3T3 para cicatrizagdo da ferida foi
realizada na concentracdo de 10 pg/mL, esta concentracdo foi estabelecida na realizacdo do
ensaio de citotoxicidade com fibroblastos da mesma linhagem, de modo que em 10 pg/mL as
substancias ndo foram toxicas. Os resultados demonstraram que os extratos em acetato de etila
do caldo de fermentacdo de Penicillium sp. e Rhizoctonia sp. se comportaram de modo
semelhante quando comparados ao controle (44.81 £ 4.89 %) com taxa de migracdo de 44.18
+ 3.47 % e 46.98 £ 5.05 %, respectivamente. J& o extrato do fungo endofitico isolado de
Acrocomia aculeata apresentou uma taxa de migracao de 49.94 + 4.03 %, que foi superior ao

controle, deste modo, os trés extratos apresentaram atividade cicatrizante in vitro positiva.

Figura 29 - Andlise da taxa de migracdo celular dos fibroblastos 3T3.
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Legenda: A andlise da taxa de migracao foi avaliada pelo software ImageJ.



56

6. DISCUSSAO

Produtos naturais desempenham um importante papel no tratamento e prevencao de
doencas humanas a milhares de anos (MUSSI-DIAS et al., 2012). Aproximadamente, estima-
se que mais de um milhdo de estirpes flngicas endofiticas diferentes habitam cerca de 300 mil
espécies de plantas diversas, e a hiperdiversidade dos fungos endofiticos deriva de que cada
espeécie de planta individual pode ser colonizada com uma ou mais cepas de fungos (HUANG
etal., 2007). No presente estudo, foram isolados dois fungos endofiticos das plantas medicinais
Mimosa tenuiflora e Poincianella pyramidalis, sendo um fungo de cada espécie vegetal. Da
espécie vegetal Acrocomia aculeata foram isolados seis fungos endofiticos (SANTOS, 2015),
no entanto, nesta pesquisa trabalhou-se com apenas um dos fungos endofiticos isolados da
referida espécie.

O fungo endofitico Penicillium sp. isolado a partir de P. pyramidalis,
macroscopicamente apresentou-se como coldnias filamentosas pulverulentas de coloragédo
verde acinzentado e a microscopia éptica apresentou conidioforos ramificados e conidios
distribuidos sobre as fialides em forma de cadeias, caracteristicas pertencentes a esse género de
fungos, de acordo com os manuais de identificacdo para Penicillium descritos por Pitt (2000) e
Pitt e Hocking (1997). No entanto, ndo foi possivel realizar a identificacdo da espécie do
presente endofitico somente com base nas caracteristicas morfoldgicas e chaves de
identificacéo.

O género Penicillium abrange inimeras espécies distintas, com caracteristicas
semelhantes, fato este que muitas vezes dificulta a identificacdo da espécie com precisdo
baseado apenas na caracterizacdo morfoldgica e chaves de identificacdo. Visagie e
colaboradores (2014) listaram as espécies descritas corretamente de Penicillium e até a data da
publicacdo do estudo, o género Penicillium apresentava 354 espécies. Pereira (2016) isolou 68
especies do género Penicillium, dentre essas, 43 morfotipos de Penicillium ndo foram
identificados com base nas caracteristicas morfologicas, pois possuiam caracteristicas muito
distintas das encontradas nas chaves de identificagéo e artigos pesquisados. A exemplo disto, 0
complexo P. sclerotiorum apresenta 29 espécies bastante semelhantes que podem aduzir
possiveis erros na identificacdo (RIVERA e SEIFERT, 2011).

A dificuldade encontrada na identificacdo das espécies de Penicillium com base na
morfologia torna necessaria a busca de novas ferramentas que venham complementar a
taxonomia cléssica. Neste contexto, cada vez mais tem-se utilizado técnicas modernas tais como

a microscopia eletrénica de varredura, que visualiza detalhes da estrutura reprodutora do fungo
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¢ a biologia molecular, considerada o “padrdo de ouro” da taxonomia (SAMSON; FRISVAD,
2004). Na realidade, isto significa que é recomendavel combinar a analise tradicional fenotipica
com abordagens fisioldgicas modernas e biologia molecular, a chamada taxonomia polifasica,
para a identificacdo precisa das espécies (RODRIGUES et al., 2011).

Espécies pertencentes ao género Penicillium sp. tém sido utilizadas como modelo em
estudos basicos, e pesquisas aplicadas tém demonstrado o seu enorme potencial biotecnoldgico,
a exemplo disto, algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole (DE STEFANO et al.,
1999; GUIJARRO et al., 2008; MA et al., 2008; MMBAGA; SAUVE E MREMA, 2008),
micoparasitismo (LARENA et al. 2003; SABUQUILLO et al. 2006) e seus metabdlitos
secundarios sdo de interesse para diversas industrias, especialmente como fontes de novos
farmacos para a inddstria farmacéutica (ZENG et al. 2005; NICOLETT]I, 2008).

O fungo endofitico Rhizoctonia sp. foi isolado a partir de M. tenuiflora, e
macroscopicamente possui colénia filamentosa algodonosa de coloracdo branca e apds
clarificagdo microscopica com KOH foi classificado o género. Relatos sobre isolados de
Rhizoctonia sp. ndo descritos quanto a espécie sdo comuns na literatura devido as dificuldades
na identificacdo especialmente devido as limitaces morfoldgicas e taxonémicas do género,
como a auséncia de esporos assexuais e heterogeneidade de caracteristicas na morfologia dos
fungos pertencentes ao género (PARMETER; WHITNEY, 1970). No estudo de Fenille (2001),
isolados de Rhizoctonia sp. binucleados apresentaram col6nias de coloragdo branca em meio
BDA, sem presenca de areas zonadas circulares, com poucos esclerddios formados. Segundo
Sneh et al. (1991), tais caracteristicas sdo comuns a isolados de Rhizoctonia spp. binucleados.

Pedras et al. (2005) isolaram e identificaram quatro metabdlitos secundarios, pela
primeira vez, do filtrado da cultura de Rhizoctonia solani: Nb-acetiltriptamina e trés
dioxopiperazinas, ciclo (S-Pro-S-Leu), ciclo (S-Pro-S-lle) e ciclo (S-Pro-S-Val), que séo
substancias que possuem acéo antifungica, apesar disso, 0 mesmo autor (PEDRAS et al., 2005)
considera o fungo supracitado um fitopatogénico. Em contrapartida, Barros et al. (2011)
consideram o fungo Rhizoctonia solani como um endofitico, o qual foi extraido da planta
Schinus terebinthifolius, popularmente conhecida como aroeira, de modo que do extrato
metanolico do micélio foi detectada atividade antinociceptiva em ratos.

O endofitico isolado de A. aculeata (colonia filamentosa pulverulenta de coloragdo
roxa) nao foi identificado, uma vez que a classificagdo convencional de fungos necessita da
observagdo de suas estruturas reprodutivas e a auséncia de estruturas reprodutivas e de
esporulagdo impossibilitou a identificagdo do mesmo. Este é um problema comum relacionado
com a identificacdo de fungos endofiticos (GAMBOA; BAYMAN, 2001; PROMPUTTHA et
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al., 2005). A alta ocorréncia de formas vegetativas (assexuais) durante o isolamento de micro-
organismos endofiticos, dificulta a identificacdo morfoldgica dos isolados, e tem sido relatada
na literatura por outros estudos (PROMPUTTHA et al., 2005; PIMENTEL et al., 2010; PAUL,
2014; SILVA, 2017).

No teste antimicrobiano, o extrato do caldo de cultivo fermentado de A. aculeata
apresentou significativa atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram positivas testadas,
com CIM de 62,5 ug/mL para S. aureus e CIM de 31,25 pg/mL para S. epidermidis, no entanto,
0 mesmo extrato ndo demonstrou acdo inibitdria quando testado frente as bactérias Gram
negativas. As bactérias Gram negativas contém uma membrana citoplasmaética e externa; além
dos fosfolipidios, a membrana externa contém lipopolissacarideos (LPS), enquanto que as
bactérias Gram positivas ndo possuem uma membrana externa ou LPS (AUER; WEIBEL,
2017).

Bactérias Gram negativas sdo tipicamente mais resistentes aos antimicrobianos do que
as Gram positivas, e este fato tem sido explicado pela presencga da barreira de permeabilidade
da membrana externa das bactérias Gram negativas, que limita o0 acesso dos antimicrobianos
aos seus alvos na célula bacteriana (POOLE, 2001). Sugere-se que as diferencas estruturais
apresentadas nas paredes celulares das bactérias testadas provavelmente afetaram o
desempenho do extrato, e assim, o extrato em acetato de etila do caldo fermentado do fungo
isolado da A. aculeata ndo inibiu as bactérias Gram negativas alvos desta pesquisa.

Em estudo realizado por Campos et al. (2015), foram isolados 82 fungos endofiticos da
planta Caesalpinia echinata Lam. (Fabaceae) e produzidos extratos de acetato de etila dos
mesmos, para testes como antimicrobianos, os extratos de Talaromyces sp., Aspergillus sp. e
Epicoccum sorghi mostraram atividade antibacteriana contra espécies bacterianas Gram
positivas e Gram negativas (S. aureus e E. coli) com valores de CIM variando de 32-64 pg /
mL. O isolamento de endofiticos com atividade antimicrobiana desta espécie vegetal revela o
potencial do género Caesalpinia em abrigar endofiticos que podem ser utilizados como agentes
antimicrobianos. Neste contexto, o género Penicillium é intensamente estudado quanto aos seus
metabdlitos secundarios e producdo de compostos de interesse econdémico, como 0s
antimicrobianos (PETIT et al., 2009). No entanto, no presente estudo, o fungo endofitico
Penicillium sp. isolado de P. pyamidalis (sin. Caesalpinia pyramidalis) ndo demonstrou
atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas.

Em estudo realizado por Machado (2009) foram isolados Botryosphaeria rhodina,
Xylaria multiplex e Pestalotiopsis sp. como fungos endofiticos das folhas e caules de C.

echinata. Embora nenhum desses isolados tenha sido ativo contra Enterococcus faecalis, P.
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aeruginosa ou S. aureus no ensaio de difusdo em agar (100 ug ¢ 1.000 pg), eles foram capazes
de inibir o crescimento dos fungos fitopatogenos Pythium debaryanum e Phytoththora
palmivora. Ainda séo escassos 0s estudos disponiveis sobre as atividades bioldgicas de fungos
endofiticos isolados de espécies do género Caesalpinia (sin. Poincianella).

Do fungo endofitico Penicillium sp. abrigado nas folhas da planta medicinal camaronesa
Garcinia nobilis, foram isolados trés novos policetideos denominados de peniadilinas A-C
(JOUDA et al., 2014). Os novos compostos apresentaram excelentes atividades antimicrobianas
frente as bactérias E. coli (DSM 1116), E. coli (DSM 682) e Bacillus subtilis (DSM 1088) e
Acinetobacter sp. BD4 (DSM 586). Dado que revela a importancia de além de identificar os
fungos, investigar qual a substancia que esta conferindo atividade aquele extrato, visto que ha
a grande possibilidade de descoberta de novas substancias.

Foram testados extratos de diclorometano feitos a partir de 37 fungos filamentosos
endofiticos isolados de plantas de café (Coffea arabica e Coffea robusta) quanto a atividade
antibacteriana contra bactérias patogénicas humanas, como Salmonella choleraesuis, S. aureus,
P. aeruginosa e quatro cepas diferentes de E. coli pelo método da microdiluicdo em caldo para
determinacdo da CIM. Dos extratos testados, 17 inibiram pelo menos uma das bactérias
estudadas (SETTE et al.,, 2006). O que revela o potencial antimicrobiano destes micro-
organismos endofiticos, bem como apresentou o extrato de A. aculeata testado no presente
estudo.

Os extratos brutos em n-butanol de 5 dos 63 fungos endofiticos isolados dos rizomas de
Paris polyphylla var. yunnanensis, mostraram atividade antibacteriana contra 4 bactérias Gram
negativas (E. coli, Xanthomonas vesicatoria, Agrobacterium tumefaciens e P. lachrymans) e
duas bactérias Gram positivas (B. subtilis, S. haemolyticus) (ZHAO et al., 2008). No estudo da
planta medicinal Camptotheca acuminata, Lin et al. (2007) isolaram 174 fungos endofiticos,
destacando-se o0 género Alternaria sp. Dos extratos preparados huma mistura de acetato (80 %),
metanol (15 %) e acido formico (5 %) de 22 extratos de Alternaria sp. e 2 extratos de
Rhizoctonia sp. os mesmos foram testados contra B. subtilis, E. coli, S. aureus, C. albicans e A.
niger, destes, 3 extratos de Alternaria sp. e 2 extratos de Rhizoctonia sp. mostraram atividade
antimicrobiana.

O fungo endofitico codificado como AFKR18, pertencente a classe dos fungos
Coelomycetes, de Arcangelisia flava (L.) Merr, produziu a pachibasina que mostrou atividade
antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
com valores de CIM de 64,0 pg/mL; 64,0 pg/mL e 32,0 pg/mL, respectivamente
(WULANSARI et al., 2014). Apesar de nao apresentar atividade antibacteriana frente a bactéria
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E. coli, a CIM frente a S. aureus do extrato do fungo isolado de A. aculeata foi semelhante ao
resultado apresentado no estudo supracitado. O que sugere a investigacdo do metabdlito
secundario que pode estar envolvido nessa atividade biologica do presente fungo.

Os metabdlitos produzidos pelos endofitos estdo sendo reconhecidos como um arsenal
versatil de agentes antimicrobianos, e alguns endofitos possuem capacidades biossintéticas
superiores, devido a sua presumivel recombinacdo de genes com o hospedeiro, enquanto
residem e se reproduzem dentro dos tecidos vegetais saudaveis (LI et al., 2005). Dentre 0s
fungos endofiticos estudados, o isolado de A. aculeata se mostra como um potencial agente
antimicrobiano frente as bactérias Gram positivas.

No que diz respeito a atividade citotdxica dos extratos etandlicos das plantas P.
pyramidalis, M. tenuiflora e A. aculeata testados, o Gnico extrato que se mostrou tdxico foi o
de M. tenuiflora apenas na concentracdo de 100 pg/mL, ja os extratos de acetato de etila dos
fungos endofiticos isolados das respectivas espécies vegetais ndo apresentaram efeitos
deletérios frente aos macrofagos J774 nas trés concentragdes testadas (100, 10 e 1 pg/mL),
visualizando-se que quanto menor a concentracdo da amostra, maior o indice de proliferacédo
celular.

Os macrofagos tém cerca de 10 a 30 um de didmetro. Possui nucleo ovoide ou com
forma de rim e excéntrico, seu citoplasma apresenta reticulo endoplasmatico rugoso e complexo
de Golgi bem desenvolvidos, assim como abundancia de lisossomos (GARTNER; HIATT,
2007). Dentre as fungdes desempenhadas pelos macr6fagos no processo de cicatrizacdo de
feridas, destaca-se a fagocitose, a producdo de citocinas, bem como sua atuacdo estimulando a
formacédo de fibroblastos, a sintese de colageno e a neoformacédo vascular (EMING et al, 2007).

Alvin, Miller e Neilan (2014) apontaram que as moléculas produzidas por endofitos sdo
menos propensas a serem tdxicas para 0s eucariontes, pois nao prejudicam o seu hospedeiro (a
planta que o abriga), fato este que corrobora com o resultado que foi encontrado no presente
estudo. E importante destacar que o extrato fingico de A. aculeata que Se mostrou um
importante agente antimicrobiano, ndo apresentou toxicidade, resultado relevante quando se
considera uma possivel utilizacao terapéutica.

Entretanto, também é possivel que 0os compostos bioativos produzidos pelos fungos
endofiticos ndo prejudiquem a planta que os abriga pelo fato de a prépria planta produzir esses
mesmos compostos bioativos ou compostos similares, e, portanto, tais compostos sdo bem
tolerados pelas mesmas (ALVIN et al., 2014). Pinto et al. (2002) ressalta que as substancias
produzidas por fungos endofiticos podem ser altamente toxicas, como as micotoxinas, ou ainda,

bastante Uteis para serem utilizadas como farmacos no tratamento de varias patologias. Esta
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dicotomia de funcdes é consequéncia da grande diversidade de compostos quimicos que 0s
fungos produzem (PINTO et al., 2002).

Penicillium spp. também sdo relatados como patdgenos oportunistas de plantas, e as
espeécies deste género encontram-se amplamente distribuidas, apresentando impactos negativos
e positivos. Muitas espécies de Penicillium s&o reconhecidas por produzirem micotoxinas,
sendo que as mais importantes encontradas em alimentos sdo ocratoxina A, pantulina, critinina
e citreoviridina (PITT, 2002).

O fungo endofitico P. implicatum ja foi isolado das plantas Diphylleia sinensis (ZENG,
2004) e da planta Dysosma veitchii, apresentando atividade antitumoral (YANG, 2003). Outro
fungo endofitico do género Penicillium isolado da planta Sinopodophyllum hexandrum também
apresentou atividade antitumoral (LI et al., 2007), o que revela a importancia desse género na
inibicdo de tumores.

No ensaio do MTT com fibroblastos 3T3, os extratos em acetato de etila dos caldos de
cultivo fermentado de Penicillium sp., Rhizoctonia sp e do fungo endofitico isolado de
Acrocomia aculeata apresentaram citotoxicidade nas maiores concentracoes testadas (100 e 50
pug/mL), e foram atoxicos nas concentracfes de 10 e 1 pg/mL, desse modo, a concentracao
selecionada para realizagdo do Scratch Assay foi de 10 pg/mL, devido a viabilidade celular
apresentada pelos extratos nesta concentracao.

Os fibroblastos sdo alongados ou estrelados, possuem longos prolongamentos, nicleo
eucromatico e um ou dois nucléolos proeminentes, além de serem as células mais comuns no
tecido conjuntivo (OVALLE; NAHIRNEY, 2008). O reticulo endoplasmatico rugoso e o
complexo de Golgi sdo bem desenvolvidos, pois sintetizam o0s componentes da matriz
extracelular, como as fibras colagenas, as fibras reticulares, as fibras elasticas e a substancia
fundamental, bem como produzem fatores de crescimento que controlam a proliferacéo e a
diferenciacédo celular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os testes de citotoxicidade sdo comumente utilizados (DE AZEVEDO et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2006) objetivando simular in vitro 0s processos que ocorrem in Vivo.
Apesar de as células cultivadas ndo sofrerem as mesmas influéncias fisioldgicas que sofreriam
no tecido tegumentar, por exemplo, este método de avaliagdo preliminar de toxicidade é
recomendado. A resposta de diferentes tipos celulares a determinados produtos pode ser
investigada neste tipo de abordagem experimental (SCHMALZ, 1994). Sugere-se que as
diferencas de toxicidade apresentadas pelas mesmas substancias quando testadas nos diferentes
tipos celulares (macréfagos e fibroblastos) podem ser explicadas pelas diferengas funcionais e

estruturais que estas células possuem entre si.
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Na atividade cicatrizante in vitro foi avaliada da taxa de migracdo de fibroblastos 3T3
para cicatrizacéo da ferida, o resultado demonstrou que os trés extratos testados se comportaram
de modo semelhante quando comparados ao controle, apresentando uma atividade cicatrizante
positiva. Neste sentido, o extrato do fungo endofitico isolado de Acrocomia aculeata foi o Gnico
extrato que apresentou uma taxa de migragéo superior ao controle, sendo este um resultado
promissor.

A selecdo de fibroblastos no ensaio cicatrizante in vitro deveu-se ao fato dessas células
desempenharem papel essencial no processo de cicatrizacdo de feridas, sendo as principais
células envolvidas na cicatrizacdo que tem por principal funcdo a manutencdo da integridade
do tecido conjuntivo e a sintese dos componentes da matriz extracelular (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004). Tais células sdo estimuladas a produzir e a depositar componentes da
matriz extracelular e, na pele, esses eventos Sd0 necessarios para permitir e promover a
reepitelizacdo (AMADEU et al, 2003).

No campo da industria farmacéutica, ainda ha muito a ser explorado com relagédo a
utilizacdo de micro-organismos endofiticos, pois o fato de serem grandes produtores de
substancias bioativas 0s torna organismos de grande interesse, principalmente pela
possibilidade da descoberta de novos farmacos. Aliado a isso, apresentam como vantagem o
baixo custo de producdo e a facilidade de manipulacdo das varidveis de cultivo, a fim de
otimizar e viabilizar a producdo dos metabdlitos secundarios em escala industrial (SPECIANA,
2014).

Os préximos anos na busca de micro-organismos endofiticos como fonte de novas
moléculas com interesse farmacéutico parecem ser brilhantes. Com o uso de tecnologias mais
recentes, equipamentos sofisticados e colaboracfes entre diferentes areas de pesquisa, sem
duvida isso sera possivel, o que eleva exponencialmente as possibilidades de encontrar novos

antibidticos e outros metabolitos secundarios com potencial biotecnolégico.
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7. CONCLUSAO

A partir do presente estudo foi possivel concluir:

1. As plantas medicinais Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart, Poincianella
pyramidalis Tui e Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir abrigam fungos endofiticos com

potencial farmacologico;

2. A técnica do microcultivo permitiu a identificacdo dos fungos endofiticos Penicillium
sp. isolado de P. pyramidalis e Rhizoctonia sp. isolado de Mimosa tenuiflora. No
entanto, ndo foi possivel realizar a identificacdo taxonémica do fungo endofitico

isolados de A. aculeata;

3. O extrato de acetato de etila da A. aculeata foi o Unico que apresentou atividade
antimicrobiana contra cepas de referéncia de Staphylococcus epidermidis e S. aureus,

mas nenhum extrato apresentou atividade contra bactérias Gram negativas testadas;

4. No que diz respeito a atividade citotdxica, conclui-se que os extratos de acetato de etila
do caldo de fermentacdo dos fungos endofiticos isolados ndo apresentaram efeitos
deletérios aos macrdfagos J774, apresentando-se atoxicos, e as células tratadas com os

extratos ainda apresentaram significativa proliferagéo celular.

5. Os extratos etandlicos das plantas P. pyramidalis e A. aculeata ndo apresentaram
citotoxicidade significativa frente aos macr6fagos J774, entretanto, o extrato etanolico
de M. tenuiflora apresentou toxicidade frente aos mesmos em uma das concentragdes

testadas.

6. Os extratos de acetato de etila do caldo de fermentacdo dos fungos endofiticos isolados
apresentaram efeitos deletérios aos fibroblastos 3T3 nas duas mais altas concentragdes

testadas, e mostraram-se atdxicos nas concentragcGes mais baixas testadas.
7. Os extratos testados apresentaram atividade cicatrizante in vitro positiva;

8. E necessério aplicar técnicas moleculares para a definitiva identificacio dos fungos
endofiticos isolados, uma vez que o fungo isolado de A. aculeata demonstrou
importante atividade antibacteriana, mas néo foi identificado por técnicas fenotipicas

classicas.
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