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RESUMO

Os fungos séo organismos unicelulares ou multicelulares com células
eucaridticas, ou seja, com um nucleo rodeado por uma membrana. Estes
organismos sao heterotréficos e ndo possuem plastideos ou pigmentos
fotossintéticos. Dependendo do tipo de poros produzidos durante seu ciclo de
vida, os fungos podem ser classificados como: Mastomycetes, Leveduras,
Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota. O termo "metabolismo secundario”
foi introduzido pela Bu'Lock em 1960 para designar os metabdlitos microbianos
gue ndo sdo essenciais para o metabolismo celular e sdo encontrados em um
namero limitado de taxa como produtos de diferenciacdo celular. O objetivo
deste trabalho é avaliar a atividade antitumoral e antibacteriana do metabdlito
secundario de fungos endofiticos isolados de Euterpe oleracea Mart. (Acai).
Selecionou-se o fungo endofitico Aspergillus niger, cujo metabdlito secundario
isolado demonstrou resultado positivo ao ser testado em linhagens de células
de cancer cervical SIHA HPV16, e os resultados obtidos com as fracdes
aguosa e acetato de etila de Aspergillus niger, apds a realizacdo dos ensaios
pela técnica de disco, demonstraram que houve inibicdo das bactérias

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sp.

Palavras-chave: Fungo endofitico, metabdlitos secundarios, Aspergillus niger,

antitumoral, antibacteriana.



ALVES, DIAMANTINO. ANTITUMOR, ANTIBACTERIAL AND ANTIFUNGAL
ACTIVITY OF SECONDARY METABOLITES OF ENDOPHYTIC FUNGI
ISOLATED FROM Euterpe oleracea Mart. Dissertation (Master in Adult
Health). Post Graduate Program in Adult Health. Federal University of
Maranhdo, Séo Luis-MA, 2023.

ABSTRACT

Fungi are unicellular or multicellular organisms with eukaryotic cells, that is, with
a nucleus surrounded by a membrane. These organisms are heterotrophic and
lack plastids or photosynthetic pigments. Depending on the type of pores
produced during their life cycle, fungi can be classified as: Mastomycetes,
Yeasts, Zygomycota, Basidiomycota and Ascomycota. The term "secondary
metabolism" was introduced by Bu ‘Lock in 1960 to designate microbial
metabolites that are not essential for cellular metabolism and are found in a
limited rate number as products of cellular differentiation. The objective of this
work is to evaluate the antitumor, antibacterial and antifungal activity of the
secondary metabolite of endophytic fungi isolated from Euterpe oleracea Mart.
(Acai). The endophytic fungus Aspergillus Niger was selected, whose isolated
secondary metabolite showed a positive result when tested in cervical cancer
cell lines SIHA HPV16, and the results obtained with the aqueous fractions and
ethyl acetate of Aspergillus Niger, after carrying out the tests using the disk
technique, demonstrated that there was inhibition of the bacteria

Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella sp.

Keywords: Endophytic fungus, secondary metabolites, Aspergillus niger,

antitumor, antibacterial, antifungal.
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1 INTRODUCAO

Segundo a taxonomia de Whitaker (1979), os fungos sédo organismos que
pertencem ao reino fungico. Estes organismos podem ser encontrados em diferentes
ambientes e sdo ecologicamente importantes porgue atuam como decompositores,
mas também economicamente importantes porque sao utilizados em tudo, desde
medicamentos até nossos alimentos. Além disso, alguns fungos se distinguem pelo
fato de causarem doencas.

Dependendo do tipo de poros produzidos durante seu ciclo de vida, os
fungos podem ser classificados como.

- Mastomycetes: sdo fungos que formam ascésporos. Eles tém a
capacidade de viver em ambientes aquaticos (rios, lagos, oceanos) ou Umidos
(desde que sejam previstas condigcbes para o movimento dos ascosporos). Estes
fungos séao classificados como Chytridiomycota.

- Leveduras: estes fungos ndo tém a capacidade de formar ascésporos
durante seu ciclo de vida. O habitat desses fungos é o solo (terra). A classificacédo
desses fungos é baseada nos esporos sexuais que eles produzem.

Eles podem, portanto, ser classificados na seguinte fila.

- Zygomycota: produzir ascosporos. Exemplo: mofo de péo preto.

- Basidiomycota: Produz basidiosporos. Exemplos: fungos e cogumelos
(comestiveis e venenosos).

- Ascomycota: produz ascésporos. Exemplos: leveduras e trufas. Muitos
desses fungos produzem doencas nas plantas.

Os fungos endofiticos referem-se aos fungos que colonizam os tecidos
internos das plantas durante um determinado periodo de sua vida sem causar
sintomas nas plantas, diferente dos fungos epifiticos, que parasitam na superficie
das plantas, e dos patdogenos, que causam doencas nas plantas. Espécies
hospedeiras podem ser infectadas lateralmente por endofitos por meio de lesdes
naturais (como estdmatos ou crescimento de raizes) e lesdes induzidas pelo homem
(como as causadas por praticas agricolas). A infeccdo também pode ocorrer
verticalmente através das sementes do hospedeiro, caso em que o endofito pode
colonizar a planta durante todo o seu ciclo de vida.

Metabdlito secundéario é o crescimento normal que tem, por exemplo, tanto

um composto defensivo quanto uma molécula que interage entre si. Séo
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considerados novos anti-inibidores, promotores do crescimento, herbicidas,
inseticidas, antidiabéticos e inibidores.

Por outro lado, a sintese de metabdlitos secundarios garante que os fungos
tenham uma vantagem em habitats onde eles precisam competir com outros
microrganismos. Como resultado, muitos deles tém efeitos antibiéticos e inibitorios
sobre outros organismos.

Outras substancias dignas de mencdo sao o0s citocromos, que pertencem a
um grupo de metabdlitos fungicos relacionados em estrutura e atividade biolégica,
com capacidade antitumoral e atividade antibi6tica. Estes metabdlitos exibem efeitos
incluindo inibicdo da divisdo citoplasméatica e motilidade celular, inducdo de
deslocamento nuclear, retracdo do coagulo e agregacao plaquetaria, transporte de
glicose e secrecdo tireoidiana. Trés novos citocromos foram relatados como
derivados do fungo enddfito Rhinocladiella sp. do Tripterygium wilfordii Outro
citocromo importante € o Phomopsolida, um metabélito do fungo Phomopsis sp. Ele
tem atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, Salmonella enterica e
Staphylococcus aureus; e atividade antifungica contra Candida tropicalis.
(WAGENNAR et al., 2000).

Aspergillus niger € um fungo muito utilizado pela indastria farmacéutica.
Tem grande importancia no que diz respeito a biotecnologia. Produz compostos a
nivel industrial como acido citrico, acido glucénico, acido malico, vitamina C e

muitas enzimas por meio do processo de fermentacdo (AFONSO, 2015).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os fungos sdo organismos unicelulares ou multicelulares com células
eucaridticas, ou seja, com um nucleo rodeado por uma membrana. Estes
organismos sdo heterotréficos e ndo possuem plastideos ou pigmentos
fotossintéticos. A hifa é a unidade estrutural do fungo e seu agregado é conhecido
como micélio, que, por sua vez, é responsavel pelo desenvolvimento e absorcédo de
nutrientes do fungo (SANTOS, 2023).
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2.1 Fungos Endofiticos

O termo endofito originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer micro-organismo que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos
epifiticos que vivem na superficie (CHAPLA, et al. 2013). Os micro-organismos
endofitos associados a plantas representam uma fonte inexplorada de produtos
naturais novos e bioativos, com mais de 20000 substancias descritas sendo que
destas 51% apresentam estruturas inéditas e 80% atividade biolégica (CHAPLA, V.
M. et al. 2013).

O termo "metabolismo secundério” foi introduzido pela Bu'Lock em 1960
para designar os metabodlitos microbianos que ndo sao essenciais para 0
metabolismo celular e sdo encontrados em um numero limitado de taxa como
produtos de diferenciacdo celular. Este termo é usado por fisiologistas de plantas
para indicar a presenca de alcaldides (LANCINI et al., 1995).

Metabolitos secundarios derivados de fungos endéfitos sdo compostos que
geralmente apresentam estruturas complexas, baixo peso molecular e atividade
biolégica significativa e, portanto, tém atraido atencdo no campo da saulde
(Calderani et al., 2016). Santos et al. (2020) isolaram fungos endofiticos da espécie
umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara). Assim, obtiveram 60 isolados
fungicos diferentes, dos quais 23,33% tinham potencial para produzir amilase,
16,67% tinham potencial para produzir lipase e 36,67% tinham potencial para
produzir pigmentos, que podiam ser usados nhas industrias farmacéuticos e
alimenticios.

A maioria dos enddfitos é capaz de sintetizar compostos bioativos que
podem fornecer defesa e prote¢cdo as plantas contra patdgenos. Alguns desses
compostos podem ser Uteis para a descoberta de novas drogas. Alguns endofitos
demonstraram ser benéficos para as plantas, promovendo o crescimento, a fixacédo
de nitrogénio (BERTALAN et al., 2009) e a supressdo de doencas. Eles séo
principalmente bactérias e fungos, embora archaeae, algas, protozoarios e
nematodeos sejam raramente encontrados vivendo como endofitos; no entanto, eles
tém um impacto significativo sobre as plantas (BERENDSEN et al., 2012). Eles
ajudam a obter nutrientes do meio ambiente, tais como fosforo, ferro e nitrogénio, ou

por meio da da produgéo de hormdnios vegetais tais como auxina, IAA, giberelinas e
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etileno, e podem beneficiar indiretamente o crescimento das plantas através da
supressao de patdgenos vegetais causadores de doencas (SANTOYO et al., 2016).

Algumas descobertas importantes ao estudar os metabdlitos secundarios dos
fungos foram a producéo de antibiético a partir de um género fungico Penicillium que
deu origem ao primeiro antibidtico, a penicilina, realizada em 1928 (HOUBRAKEN;
FRISVAD; SAMSON, 2011). Outra grande descoberta no estudo de fungos foi o
isolamento de ciclosporina, por volta de 1970, a partir dos fungos de solo
Tolypocladium inflatum e Cylyndrocarpon lucidum (SILVA; COELHO, 2006)

Os fungos endofiticos podem induzir a producdo de metabdlitos primérios e
secundéarios que melhoram o desempenho do seu hospedeiro, protegendo o
hospedeiro de herbivoros, patdgenos e situacdes ambientais adversas (FELIX,
Thais, 2019). De forma geral, todas as plantas possuem fungos endofiticos,
podendo algumas possuir mais de um (01) tipo de fungo endofitico, como é o caso
da aroeira Schinus terebinthifolius Raddi, que, ao ser estudado por Felix (2019),
descobriu-se que possui quatro tipos de fungos endofiticos. Tais fungos ainda nao
foram especificados, porém servem de exemplo de que certas plantas podem
possuir varios tipos de fungos endofiticos.

Os fungos tém um papel fundamental no ecossistema, nos processos de
decomposicdo, reciclagem e transporte de nutrientes no ambiente. Os fungos
endofiticos sao diferentes de fungos patogénicos, pela auséncia de danos a planta
hospedeira pela interacdo fungo-planta, mantendo uma relacdo harmdnica
mutualistica ou simbidtica. Assim, sdo capazes de biossintetizar diversos
compostos farmacologicamente (teis e ainda imitar as plantas hospedeiras na
producdo de metabolitos bioativos (CALDERANI; ORLANDELI; PAMPHILE 2016;
MARTINEZ-KLIMOVA et al., 2017).

2.2 Aspectos gerais sobre o céncer

Convém uma abordagem sobre cancer, pois, no presente estudo, foi
desenvolvida atividade anti-tumoral em células, com metabdlitos secundarios de
A. niger.

O cancer é um problema mundial de satde e de dificil tratamento e cura. E
uma doenga cronica decorrente do aumento da expectativa de vida e da

urbanizacdo e consequentes mudancas no meio ambiente (SILVA et al., 2020).
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No entanto, as moléculas bioativas oriundas de metabdlitos secundarios de
fungos endofiticos estdo sendo consideradas fontes promissoras com potencial
farmacolégico e propriedades terapéuticas (CALDERANI; ORLANDELI;
PAMPHILE 2016).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer (2022), sdo esperados 704 mil
casos novos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025, com
destaque para as regides Sul e Sudeste, que concentram cerca de 70% da
incidéncia. Ainda de acordo com a Instituto Nacional de Cancer, do total dos 704
mil novos casos de cancer a cada ano no Pais durante o triénio 2023-2025, 70%
dos casos estao previstos para as regides Sul e Sudeste. O cancer de mama em
mulheres (Sul: 71,44/100 mil; Sudeste: 84,46/100 mil), o de préstata (Sul: 57,23/
100 mil; Sudeste: 77,89/ 100 mil) e o de célon e reto (Sul: 26,46/100 mil; Sudeste:
28,75/100 mil) sdo os trés tipos mais incidentes nessas duas regides. J4 nas
regides Norte e Nordeste, o cancer de préstata (Norte: 28,40/100 mil; Nordeste:
73,28/100 mil) é o mais incidente, seguido do cancer de mama feminina (Norte:
24,99/100 mil; Nordeste: 52,20/100 mil) e cancer do colo do utero (Norte:
20,48/100 mil; Nordeste: 17,59/100 mil).

2.3 Euterpe oleracea MART.

Foi a planta escolhida para estudar fungos endofiticos, dai um breve
entendimento sobre esta espécie.

A Euterpe oleracea Mart. pertence a familia Arecaceae e apresentada 200
géneros e cerca de 2.600 espécies, abrangendo regides tropicais e subtropicais. Na
regido Amazobnica, esta familia compreende 39 géneros e estima-se 150 a 180
espécies. Dentro deste género, a Euterpe oleracea, Euterpe edulis e a Euterpe
precatéria sdo as de maior importancia econdmica, nutricional e medicinal
(FREITAS, et al., 2015).

Além disso, a Euterpe oleracea Mart. € popularmente conhecida e encontrada
principalmente em terras baixas e em florestas inundadas pelo estuario do rio
Amazonas, nos estados brasileiros do Para, Maranh&o, Tocantins, Amap4a, além da
Guiana Francesa e da Venezuela. Apesar da maior quantidade de espécies de

Euterpe Oleracea concentradas no lado oriental da floresta amazénica, também é
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observada uma quantidade consideravel na regido setentrional da América do Sul
(YAMAGUCHI et al, 2015).

E uma palmeira rica em composicdo fitoquimica, como &cidos fenolicos,
antocianinas - especialmente cianidina-3-orutinosida, Cianidina-O-glucosido -
proantocianidinas, ligninas - tais como ariltetrahidronaftaleno, dihidrobenzofurano,
furofurano, 8-O-4-neolignano, Tetrahidrofurano - e constituintes polifendlicos — tais
como a epicatequina, a catequina homoorientina, orientina, isovitexina, taxifolino
desoxihexose (PACHECO-PALENCIA et al 2008; KANG et al., 2011; HOLDERNESS
et al.,, 2011; GORDON et al., 2012; MULABAGAL; KELLER; CALDERON, 2012;
MOURA et al., 2012; LASLO et al., 2013; GIRONES-VILAPLANA et al, 2014).

O estudo composicional da Euterpe oleracea Mart. tem revelado rico perfil de
acidos graxos, conteudo mineral, taninos, polifendis, antocianinas. Tal composicao
expressa intervencao eficaz na promocao do envelhecimento saudavel e na reducéo
dos danos oxidativos (YAMAGUCHI et al., 2015).

Fonte: Autor



17

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antitumoral e antibacteriana do metabdlito secundéario de

fungos endofiticos isolados de Euterpe oleracea Mart. (Acai).

3.2 Objetivos Especificos

- Isolar e identificar a microbiota fangica presente na palmeira da Euterpe
oleracea Mart.;

- Extrair os metabdlitos secundarios dos fungos isolados da Euterpe
oleracea Mart.;

- Determinar quantitativamente os compostos fendlicos totais;

- Avaliar a atividade antitumoral e antibacteriana do metabdlito secundario

produzido pelos fungos isolados da Euterpe oleracea Mart.

4 METODOLOGIA

4.1 Coleta da Euterpe oleracea Mart.

Foram coletadas em outubro de 2020, folhas da palmeira de Euterpe oleracea
Mart. do municipio de Axixa (Maranhdo), distante de S&o Luis, latitude:-
2°50731.200, longitude: -44°3°54.000, por ser grande produtor de acai no Estado.
Apods a coleta, foram realizadas as exsicatas e estas serdo depositadas no Herbario

Atico Seabra (SLS) da Universidade Federal do MaranhZo.
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Fonte: Autor
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Figura 3 - Mapa do Municipio visitado para coleta da folha de Euterpe oleracea Mart.
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4.2 Cultivo e Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos, as folhas retiradas da E. oleracea Mart. foram
trituradas e pesadas (259), diluidas (250mL) em agua destilada estéril e semeadas
em meio de cultura Agar Sabouraud-Dextrose (SDA) e incubadas a 25°C e 37°C em
estufa BOD até obter o crescimento dos fungos. As colbnias crescidas foram
isoladas em tubo com meio de cultura SDA para obtencéo da cultura pura, seguido
de microcultivo para melhor caracterizacdo morfolégica seguido da identificacédo
comparativa com atlas ou imagens de artigos cientificos. Foram identificados os
seguintes fungos: aspergillus niger, fusarium sp, aspergillus flavus, penicillium e

fungo dematiaceo.

4.3 Producao do metabdlito

O metabdlito secundério foi produzido a partir do fungo Aspergillus niger,
fungo de maior frequéncia em isolamento. Fragmentos (6 mm) da cultura de fungos
foram inoculados em meio liquido com o auxilio de uma pipeta de vidro em meio
Caldo Sabouraud-dextrose (SDB), adicionado em frascos Erlenmeyers de 250mL,
contendo em cada 50 mL de caldo, para inGculo e extragao.

4.4 Extracdo do metabdlito secundario e Identificacdo dos compostos

guimicos

A extracdo do metabolito secundario obedeceu aos protocolos do
Laboratério de Quimica da Universidade Federal do Maranh&do (UFMA).

Apos 22 dias de cultivo, o micélio crescido nos meios liquidos foi separado
do meio de cultura por filtracdo a vacuo, utilizando Kitassato e o funil de bichner. O
micélio foi extraido com 20 mL da mistura binaria acetato de etila/ metanol, na
proporcdo 1:1 (AcOEt/MeOH 1:1). A parte liquida restante foi utilizada para extragédo
de metabdlito.

Em um erlenmayer com meio caldo de Batata Dextrose, foram adicionados
trés (03) fragmentos do micélio crescido na placa e deixado em extracdo por 22 dias.
Foi realizada a filtrag&o do extrato, no qual foi aproveitada a parte aquosa e o micélio
foi descartado (podendo guardar o micélio para pesquisas posteriores). Foi
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adicionado alcool etilico a 99% PA na parte aquosa filtrada. Deixado por 24 horas
em extragcdo, em seguida o solvente foi retirado por meio do rotaevaporador. Foi
adicionado outro solvente, acetato de etila, na proporcdo de 1:1 e colocado no funil
de separacao (processo de particdo), deixado por uma hora (01 hora). Apds esse
tempo, foi separada a parte aquosa do solvente (acetato de etila), que fica na parte
superior do funil de separacéo. O processo foi repetido trés vezes. Na parte superior
aproveitada, ficam as substancias quimicas do extrato. Em seguida, foi adicionado
sulfato de sodio anidro para absorver agua contida no extrato acetato de etila.
Depois, foi passado no rotaevaporador para retirar o acetato de etila, aproveitando

apenas as substancias quimicas que foram utilizadas nos nossos testes.

Figura 4 - Particdo em funil de separacao para obtencgéo das substancias quimicas a serem testadas

Fonte: Autor
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4.5 Determinagao quantitativa de compostos fendlicos totais

A determinacdo de fendlicos totais nas fracOes foi realizada através do
método colorimétrico quantitativo de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2012) com
modificacdes. Para a determinacdo da curva padréo expressa em &cido gélico, foi
preparada uma solucdo de 1.000 ug mL?, a qual originou seis diferentes diluicdes (5
a 100 ug acido galico mL? ) no qual foi usada de cada concentracdo 0,5 mL,
enquanto que para analise das fraces foi realizado apenas com uma concentracéo
1000 pg mL* no qual acrescentamos apenas 1 mL e em seguida, foram acrescidos
1,0 mL da solucédo de Folin-Ciocalteu 5% (v/v), e 1,0 mL de solucdo de carbonato
de saodio 7,5% (m/v). Sendo essa solu¢cdo homogeneizada e colocada sob abrigo de
luz por 30 min.,, logo apods, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro UV-Vis (Quimis, Mod.Q-898U2M5) a 765nm, utilizando cubeta de
guartzo de campo unico de 1 cm.

Os resultados da absorbancia foram verificados graficamente em funcao da
concentracdo de acido galico, através da equacdo de regressao. Os ensaios foram
realizados em triplicata. O teor de fendlicos totais foi calculado utilizando a equacéo
de regressdo obtida a partir da curva de acido gdlico, e com os valores da

absorbancia conforme equacéo 1.

FT =2~ Eq. 1

~ 0,001
Onde: FT: teor de compostos fendlicos totais expressos em mg EAG g-1; Xrr

= valor de “x” da equacgao de regressao obtida pela curva do acido galico.
4.6 Procedimentos Experimentais
4.6.1 Atividade Citotoxica

A atividade citotéxica do metabdlito do fungo foi realizada em parceria com
Laboratério de Cultura de Células da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
em linhagens de células tumorais. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo
método do MTT- ensaio da atividade metabdlica mitocondrial -, método comumente
utilizado nos ensaios de citotoxicidade. As células foram plaqueadas em diferentes
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concentragcdes céls/mL para as linhagens MCF-7, HelLa, DU-145 e GM07492-A. O
tempo de incubacgdo do ensaio foi de 72h. Os experimentos de concentragdo Unica
foram analisados segundo a média + desvio padrdao (DP) da porcentagem de

inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism 5.

4.6.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Foram utilizadas trés cepas microbianas provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC) doadas pelo Laboratério de Microbiologia do Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua da Universidade Federal do Maranhdo (PCQA-
UFMA), sendo duas Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella
sp. (ATCC 14028) e uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A
identificacdo das cepas foi confirmada pelo uso de ensaios bioquimicos, seguindo as
recomendac¢Bes do manual de microbiologia clinica (MURRAY, 2003).

4.6.3 Padronizacdo do inéculo

Culturas microbianas puras mantidas em agar TSA sob refrigeracdo foram
repicadas para caldo de infusdo de cérebro e coragdo (BHI) e incubadas a 35°C até
atingirem fase exponencial de crescimento (4-6h). Apds esse periodo, as culturas
tiveram sua densidade celular ajustada em solucao salina 0,85% estéril, de modo a
se obter uma turbidez comparavel a da solucdo padrdo de McFarland 0,5, o que
resulta em uma suspensdo microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003).

a) Avaliagcao da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco

A técnica de disco foi realizada segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute (2008), que padroniza os testes de sensibilidade a antimicrobianos por
disco-difus&o. Primeiro foi preparado as placas com o meio de cultura Agar Mueller
Hinton (AMH) apdés sua solidificacdo foi distribuido a suspensdo microbiana na
superficie do agar e deixado em repouso a temperatura ambiente por 30 mim. Logo

apos foram preparados os discos contendo 50 pL na concentracéo de 1.000 pg.mL-1
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das fracbes, controle positivo (gentamicina) e controle negativo (DMSO 0,1%).
Utilizando-se pinga esterilizada, os discos foram distribuidos sobre a superficie do
agar. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 24 horas.

Os diametros dos halos de inibicdo foram mensurados, incluindo o diametro
do disco. Esses ensaios foram feitos em triplicata. Os valores dos halos de inibigao
foram as médias das medidas dos trés resultados e forneceram informagdo sobre o

potencial inibitorio das fracdes em estudo sobre as cepas testadas.

b) Avaliagcédo da atividade antioxidante, in vitro, das fragfes aquosa e acetato
de etila de Aspergillus niger

Os ensaios para a avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Maranhdo. A atividade
antioxidante foi avaliada por dois métodos in vitro — pelo ensaio do radical livre
DPPH e do radical ABTS.

4.6.4 Atividade sequestradora do radical DPPH

Este ensaio baseia-se na capacidade de sequestradora do radical livre DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazila), de acordo com a metodologia descrita por Brand-
Willians e Berset (1995). Uma aliquota (300uL) da amostra (fracdes), nas
concentracbes 10 a 350 pg.mL-1, foram misturadas com 3,0 mL de solucdo de
DPPH na concentracdo de 40 pg.mL-1. Procedeu-se da mesma forma para
preparacdo da solucdo denominada controle, porém substituindo-se 300uL da
amostra por etanol. Na solugdo denominada Branco, foi utilizado solvente etanol PA.
Apos 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, o grau de descoloracao
do radical DPPH foi medido através da leitura da absorbéncia em um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm.

As absorbancias obtidas foram convertidas em porcentagem de atividade

antioxidante (AA%) através da equacao descrita abaixo (MENSOR et al, 2001):

AA% = 100 — {[(Absa — Absb)x 100] = Absc }
Onde: AA% : atividade antioxidante em porcentagem
Absa : absorbancia da amostra (fracdo aquosa e acetato)
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Absb : absorbéncia do branco
Absc : absorbancia do controle

4.6.5 Determinacao da atividade antioxidante por ABTS

Foi realizado o método de descoloragdo do ABTS, de acordo com a
metodologia proposta por Re et al (1999). A partir das concentracdes das fracdes 10
a 350 pg.mL-1 preparou-se a mistura reacional com o cation radical ABTS. Em
ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 30 uL de cada concentracdo das
fracOes em estudo em tubos de ensaio contendo 3,0 mL do cation radical ABTS e se
homogeneizou em agitador de tubos. Apés 6 minutos, realizou-se a leitura da
absorbancia da mistura reacional em espectrofotdmetro em comprimento de 734 nm.

As analises foram realizadas em triplicata e a captura do radical livre foi
expressa em porcentagem de inibi¢cdo (%l) do céation radical ABTS de acordo com a
férmula abaixo (HONG et al, 2014):

Absg — Absy
AbSB

1(%) = ( ) + 100

Onde: 1% : Porcentagem de inibicdo do cation ABTS
Absa : absorbancia da amostra (fracdo aquosa e acetato) ap6s 6 min
Abssg : absorbancia em 734nm da solugéo do radical ABTS

4.6.6 Determinacao da Concentracéo Eficiente ou CE50%

A concentracao eficiente ou CE50% representa a concentracdo da amostra
necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH ou radicais ABTS. Construiu-se
uma curva exponencial de primeira ordem plotando-se, na abscissa, as
concentracbes das amostras (fracdo aquosa e acetato de etila de Aspergillus niger)
e na ordenada a porcentagem de DPPH ou ABTS reduzido.

As fracdes aquosa e acetato de etila de Aspergillus niger sdo consideradas
ativos quando apresentarem CE50% < 500 ug.mL-1 (CAMPOS et al, 2003).
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O indice de atividade antioxidante (IA) € apropriado para a comparacao da

forca antioxidante entre fragcbes aquosa e acetato de etila de Aspergillus niger,

calculado usando a formula abaixo (SHERER; GODOQY, 2009):

A concentragio final do radical (ugmL™1)

IA =

CE5o(ngmL~1)

De acordo com a férmula acima temos uma pobre atividade antioxidante

guando IA for< 0,5 < 0,5 ele possui uma moderada atividade antioxidante quando 1A

estiver entre 0,5 e 1,0, forte atividade quando IA estiver entre 1,0 e 2,0 e muito forte

quando IA for > 2,0.

5 RESULTADOS

5.1 Atividade antitumoral

O metabdlito secundario isolado, demonstrou o resultado positivo ao ser

testado em linhagens de células de cancer cervical SIHA HPV16, reduzindo a

proliferacéo celular.

Figura 5 - Graficos do teste realizado em células de cancer cervical.
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5.2 Determinagdo quantitativa de compostos fendlicos totais e flavanodides
totais

O contetdo dos compostos fendis e flavonoides totais das fracfes acetato de
etila e aquosa estdo apresentados na Tabela 4. Em que verificamos que o célculo
para determinacdo de fendlicos totais foi realizado através da equacéo de regressao
y = 0,0009x + 0,0681, com R? de 0,9961, com o padrdo acido galico e flavonoides
totais com a equagdo de y = 0,0294x — 0,0898, com R? de 0,9961, em que o padrédo
usado foi a quercetina.

Tabela 4: Teor de Compostos fendlicos totais e Flavonoides totais das fracdes
acetato de etila e aquosa. Valores médios (n=3). Médias seguidas por letras distintas
diferem entre si segundo o teste T ndo pareado, (p<0,05).

Fracio Conteudo de fendlicos Conteudo de flavonoides
¢ totais (mg EAG g1)* totais (mg EQ g )*
Acetato de etila 131,62+ 2,286
Aguosa 111,9° +2,044

*EAT = equivalente em acido galico e EAQ = equivalente em Quercetina.
Fonte: Autor.

Foi realizado o teste T ndo pareado e verificamos que as Fracdes foram
diferentes estatisticamente si (P= 0,0028) para os fendlicos totais e podemos afirmar

que o fracdo acetato de etila apresentou a maior quantidade de fendis.

5.3 Atividade antimicrobiana do Aspergillus niger

Os resultados obtidos com as fracfes aquosa e acetato de etila de Aspergillus
niger, apos a realizacdo dos ensaios pela técnica de disco, demonstraram que
houve inibicdo das bactérias testadas, pela formacdo de halos de inibicdo ao redor

dos discos onde foram depositadas fracoes testadas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Comparacdo entre as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento
microbiano (mm) pela técnica de difusdo em disco utilizando da fragdo aquosa e acetato de etila.

Fracdo Acetato de Fracao

Micro-organismos etila Aquosa Gentamicina
S. aureus 15,67+0,57 13,33+0,57 15,67+0,57
Salmonella sp 13,33+0,57 9,33+0,57 14,67+0,57
Escherichia coli 14,67+0,57 10,33+0,57 16,33+0,57

Fonte: Autor

Em relacao as fracfes de Aspergillus niger testadas, foi possivel observar que
houve diferenca entre os halos de inibicdo. Verificou-se que a fracdo acetato de etila
apresentou halos de inibicdo superiores aos da fragcdo aquosa, 0 que pode estar
relacionado diretamente a sua composi¢cdo quimica. Verificou-se, ainda, que a
bactéria Gram negativa foi mais sensivel frente as fracbes em estudo e o antibiético
de uso comercial demonstrou eficiéncia similar a fracdo de acetato de etila frente ao

S. aureus.

5.4 Atividade antioxidante

5.4.1 Atividade sequestradora do radical DPPH

O radical DPPH avalia atividade antioxidante através de um ensaio que
determina a capacidade sequestradora de radicais livres. Apresenta coloracao roxa
intensa em solucdo alcodlica, reduz em presenca de moléculas antioxidantes,
ocasionando o descoramento, através da doagdo de um atomo de hidrogénio ao
radical, mudando sua coloracdo para amarelo, sendo que essa mudanca de cor é
medida por espectrometria na regiao do ultravioleta-visivel (UV-VIS) mais especifico
em 517nm.

Através das absorbancias obtidas tracaram-se graficos das atividades
antioxidantes em diferentes concentracdes (10 a 350 ug.mL*) dos fracdes (aquosa
e acetato).

Os resultados da atividade antioxidante da fracdo aquosa e acetato de etila de

Aspergillus niger, determinado pelo teste DPPH, podem ser observados na Figura 6
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na qual estdo apresentados os valores em porcentagem de atividade que foram
obtidos a partir dos resultados das absorbancias.

Os resultados demonstram que o0 percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente a concentracdo das fracdes, atingindo o valor de 41,93% de
atividade antioxidante para a concentragdo de 350 pug.mL! para a fracdo aquosa,
enquanto que a fracdo acetato de etila 76,62% de atividade antioxidante para a
concentracdo de 350 ug.mL*. Comparando os valores de atividade das amostras
entre si foi possivel verificar que a fracdo acetato teve uma maior atividade

antioxidante.

Figura 6 - Curva da porcentagem de atividade
antioxidante da fracdo aquosa e acetato de etila de
Aspergillus niger pelo método DPPH
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Fonte: 1 Autor
Podem ser conferidos na Tabela 2, o valor de CEso de da fracdo aquosa e
acetato de etila de Aspergillus niger, qgue € a concentracdo necessaria para atingir

50% de atividade antioxidante

Tabela 2 - Atividade sequestradora do radical livre DPPH e indice da atividade antioxidante do da
fracdo aquosa e acetato de etila de Aspergillus niger

Amostras DPPH (CEso) IAL
Fracdo Agquosa 466,22 0,75
Fracdo Acetato de Etila 181,08 1,93

IA = indice de atividade antioxidante
Fonte: Autor
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Verificou-se que a fracdo acetato de etila apresentou o valor de CE50 igual a
181,08 pg.mL-1, maior que a fracdo aquosa. O mesmo resultado pode ser
observado ao analisar o indice de atividade antioxidante, no qual, para a fracdo
acetato, demostrou-se forte atividade, enquanto para fracdo aquosa, moderada

atividade.

5.4.2 Atividade sequestradora do radical ABTS

A capacidade antioxidante da fracdo aquosa e acetato de etila de Aspergillus
niger foi determinada pelo método ABTS, que se fundamenta na reducao do radical
ABTS pelas substancias antioxidantes.

A atividade antioxidante da fragdo aquosa e acetato de etila de Aspergillus
niger concentracdes (10 a 350 ug mL-1) pode ser observada na Figura 7, através da
curva da porcentagem de atividade antioxidante em funcao das concentracoes.

De acordo com a Figura 2 a fracdo aquosa apresentou atividade antioxidante,
com percentual maximo de sequestro do radical ABTS de 47.46% na concentragcao
de 350 pg.mL-1, enquanto a fracdo acetato obteve percentual maximo de 81,00% na
concentracdo de 350 pg.mL-1. Logo, fica evidente que, a medida que a
concentracdo aumenta, proporcionalmente had um aumento da atividade

antioxidante.
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Figura 7 - Curvas das porcentagens de atividade antioxidante da fracdo aquosa e
acetato de etila de Aspergillus niger pelo método ABTS

Fracao Aquosa

601
=
-
8 40+
e
£
=
m 204
< y=0,09669x+15,14
- R?=0,9355

o L] L] L] 1

0 100 200 300 400
pg/mL
Fracao Acetato etila

100+
S 80-
=
= 60+
=
@ 40-
- Y=0,2094x +9,596
e 20+ R?=0,985

0 1 1 1 1
0 100 200 300 400
pg/mL

Fonte: Autor

Pode-se observar, ainda, através da Figura 7 com a equacao da reta obtida,
foi possivel calcular o CE50 da fragdo aquosa e da fracdo acetato de etila de
Aspergillus niger, mostrado na tabela 2 esta expressa em CE50 que avalia a

concentracéo das fracdes necessaria para sequestrar 50% dos radicais livres.
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Tabela 3 - Atividade sequestradora do radical livre ABTS e indice da atividade antioxidante da fracédo
aguosa e acetato de etila de Aspergillus niger

Amostras ABTS (CEso) A
Fracdo Aquosa 360,50 0,97
Fracdo Acetato de Etila 192,95 1,81

IA: indice de atividade antioxidante
Fonte: Autor

A fracdo aquosa apresentou o valor de CES50 igual a 360,50 pg.mL-1,
enquanto a Fracdo Acetato de Etila apresentou um valor de EC50 igual a 192,95
pg.mL-1, como pode ser observado na tabela 3.

De acordo indice da atividade, pode-se verificar, na tabela 3, que a fracéao
acetato etila apresenta atividade antioxidante forte e a fracdo aquosa demostrou

moderada atividade.

5.4.3 Comparacéao entre a atividade sequestradora do radical DPPH e ABTS

Comparando os valores do percentual de atividade dos dois métodos usados
(Tabela 4), foi possivel verificar que, para as concentracdes testadas (10 a 350

pMg.mL-1), a fracdo acetato obteve uma maior atividade.

Tabela 4 - Determinacdo do percentual da atividade antioxidante da fracdo aquosa e acetato de etila
de Aspergillus niger pelos métodos DPPH e ABTS

DPPH Concentracéo ABTS Concentracéo
Amostras (% inibicao) (ug.mL-1) (% inibicao) (ug.mL1)

Fracdo Aquosa 41,93 350 47,46 350
Fracéo Acetato 76,62 350 81,00 350

Fonte: Autor

Os resultados, de acordo com tabela 4, sugerem que a fracdo acetato foi
classificada como forte, por ter valores acima de 70% nos dois métodos usados,
enquanto a fracdo aquosa apresentou fraco percentual de sequestro nos dois

métodos, com valor inferior a 50%.
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6 DISCUSSAO

O Fungo endofitico coletado da folha de Euterpe oleracea Mart. produziu
metabdlitos secundarios que foram testados em bactérias pelo método de difusédo
em disco, ABTS e DPPH, métodos comumente utilizados em testes antimicrobianos.
Esses metabdlitos secundarios também foram testados em células de cancer
cervical. Os resultados tanto em bactérias quanto em células de cancer cervical
foram positivos.

Gurgel (2020) avaliou 120 fungos endofiticos pelo método de diluicdo em
placa, 28 produziram metabdlitos que inibiram o crescimento de pelo menos um dos
microrganismos testados. Apenas um fungo produziu substancias com atividade
antibacteriana frente a cepa S. aureus. No estudo realizado por Gurgel (2020), o
fungo que demonstrou atividade no teste com a cepa de S. aureus foi caracterizado
de acordo com taxonomia classica como Guignardia sp. (MATIAS, 2018).

No presente trabalho, o metabdlito secundario que apresentou atividade
frente as cepas das bactérias ndo foi identificado pela caracterizacdo taxondmica.
Sabe-se que o metabdlito do presente trabalho foi produzido pelo fungo endofitico
Aspergillus niger.

Pesquisa realizada por Cairns et al (2021) relata que Aspergillus niger secreta
acidos organicos, proteinas, enzimas e metabdlitos secundarios, possuindo um
potencial biotecnolégico para ser usado em diversas areas. Diante desta
perspectiva, foi realizada andlise da atividade antioxidante e seu potencial
antimicrobiano de fracdes de Aspergillus nigerisolado dos frutos da Euterpe
oleraceae.

A pesquisa com microrganismos endoliticos também vem crescendo entre a
comunidade cientifica. Diversas pesquisas apontam o potencial destes fungos em
sintetizar uma ampla gama de moléculas bioativas com potencial para aplicacdes na
agricultura, medicina e biotecnologia (REIS et. al., 2022).

Nesta pesquisa, pode-se demostrar atividades biolégicas como a
antimicrobiana, na qual foi adotada, para avaliagcdo dos resultados encontrados,
critérios utilizados para o teste de difusdo em disco, segundo Cimanga et al (2002),
que adota para classificacdo da atividade antimicrobiana as zonas de inibigéo:
zdi=15 forte inibicdo; 10<zdi<15 inibicdo moderada e zdi<10 inativo.
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Observou-se que os halos de inibicdo obtidos para as fragbes em estudo
demonstram ser eficientes na concentracdo de 1.000 pug.mL-1, porém fica evidente
gue a técnica usada pode ter interferido e pode-se ter halos de inibicdo superiores
aos encontrados, visto que a técnica de difusdo em disco ndo oferece condi¢cbes de
igualdade para se comparar substancias com solubilidade e difusibilidade distintas.
Segundo Ostrosky et. al. (2008), diversos fatores influenciam nesta técnica, tais
como presenca de enzimas bacterianas, composi¢cao do meio, difusdo da substancia
no meio, densidade do in6culo e periodo de incubacéo.

As fracbes em estudo apresentaram maior potencial inibitério contra S.
aureus, bactéria Gram positiva, 0 que pode estar associado a maior complexidade
da parede celular das bactérias Gram negativas.

Verificamos que as fracdes podem variar de acordo com a concentracao e o
tipo de bactéria a ser estudada. Variacdes nas estruturas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas podem causar danos diferenciados quando a bactéria é
submetida a compostos antimicrobianos. Silva et. al. (2010) relatam que
antimicrobianos exercem efeitos na membrana através de numerosos mecanismos,
como ruptura, complexacdo de substrato, inativacdo enzimatica e quelacdo de
metais.

Os antimicrobianos envolvidos na atividade bioldgica encontrada nas fracdes
de Aspergillus niger estdo associados a producdo de metabdlitos secundarios, como
foi descrito por Boecker et al (2018). Pesquisa realizada por Wanka et al (2016)
relata que os metabolitos secundarios de A. niger sdo produzidos durante o seu
crescimento.

Outra a atividade antioxidante foi pesquisada por meio de duas técnicas
distintas, DPPH e ABTS. Verificou-se que a fracdo acetato apresentou maior
percentual antioxidante nas duas técnicas em estudo. Pela técnica DPPH, foi de
76,62%; pela ABTS, 81,00%. Tais resultados, segundo Melo et al (2008), séo
considerados como fortes, intermediarios ou fracos quando o percentual de
sequestro do radical atingir, respectivamente, valores acima de 70%, entre 60 e 70%
e abaixo de 50%.

Determinou-se, ainda, valores da concentracdo efetiva (CEso) pelos dois
métodos usados (Tabela 1 e 2). Foi possivel verificar que a menor concentracao
observada foi para a fracdo acetato de etila (181,08ug/mL), pelo método DPPH e
192,95 pg/mL pelo método ABTS.



34

Segundo Campos et al. (2003), sao considerados ativos quando
apresentarem CEso» < 500 yg.mL™2. Logo, fracdo de acetato de etila demonstrou
atividade antioxidante. O mesmo foi verificado para a fracdo aquosa, pois
apresentou concentracdo efetiva menor que 500 ug.mL™* .

O mecanismo de reacao usado para avaliagdo da atividade antioxidante pelo
radical ABTS é o mesmo do teste com radical DPPH. Ambos sédo dependentes da
conformacao estrutural do antioxidante, ou seja, capacidade de reducdo do radical
por doacéo de hidrogénio radicalar. Assim, o teste com ABTS pode ser considerado
uma confirmacéo dos resultados obtidos para a atividade antioxidante via DPPH.

A atividade antioxidante esta ligada principalmente a presenca de &cidos
organicos. Upton et al. (2017) apontam que Aspergillus niger é capaz de secretar
acidos organicos que podem ser responsaveis pela atividade verificada nos testes
realizados. Cairns et al (2022) relata, ainda, que, além de acidos organicos, o A.
niger € capaz de secretar proteinas e metabdlitos secundarios que podem ser

aplicados na indastria farmacéutica, tendo diversos fins biotecnolégicos.

6.1 Andlise Estatistica

A partir dos resultados das médias seguidas de + desvio padrdo a analise de
variancia (ANOVA) de um fator e quando esta analise apresentou variacao
significativa (p&lt;0,05). Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o

software GraphPad Prism (verséo 7.0).

7 CONSIDERACOES FINAIS

O metabdlito secundario de fungo endofitico de Aspergillus niger isolado da
folha de Euterpe oleracea Mart. coletada no municipio de Axixa, obteve o resultado
positivo tanto em linhagens de células de cancer cervical SIHA HPV16 quanto em

bactérias.
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