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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 4

ATIVIDADES BIOLOGICAS E PROSPECCAO QUIMICA
DE EXTRATOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Duroia
macrophylla HUBER (RUBIACEAE)

Data de aceite: 01/06/2020

Data de submissao: 10/03/2020

Juliana Gomes de Souza Oliveira
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia

Manaus — AM
http://lattes.cnpq.br/962058599635975

Cecilia Veronica Nunez
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia

Manaus — AM
http://lattes.cnpq.br/2046473694 108264

RESUMO: Os micro-organismos endofiticos
apresentam um enorme potencial para a
producdo de substancias bioativas. A planta
Duroia macrophylla produz alcaloides com
atividade antitumoral e antimicobacteriana,
sendo selecionada para a pesquisa do potencial
biotecnoldégico dos seus micro-organismos
endofiticos. As folhas de D. macrophylla
foram lavadas, submetidas a desinfeccao,
fragmentadas e inoculadas em BDA e Agar
Sabouraud com oxitetraciclina e incubadas
a 30 °C por 20 dias. Isolaram-se 47 fungos e
destes, 21 fungos morfologicamente diferentes
foram selecionados para a prospec¢ao quimica

e biolégica. O cultivo submerso foi realizado

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

em Caldo Sabouraud ou Batata Dextrose, a 26
°C e 120 rpm durante 14-30 dias. Os liquidos
metabdlicos foram filtrados e submetidos a
particdo liquido-liquido com diclorometano e
acetato de etila. Os metabdlitos do micélio foram
extraidos em ultrassom com diclorometano,
acetato de etila e metanol. Os extratos e fases
foram analisados por cromatografia em camada
delgada e por ressonancia magnética nuclear de
'H. Além disso, eles foram testados quanto as
atividades antimicrobiana, antioxidante e contra
Artemia salina. Como resultado deste trabalho a
taxa de colonizacédo fungica de D. macrophylla
foi de 94%. Nos 21 extratos foram encontrados
indicios de substancias fendlicas, terpenos,
acucares e em quatro deles, alcaloides. As
fases AcOEt dos fungos Dm SB 43 e Dm BDA
12c foram ativas contra A. salina, com CLso de
109,5 e 605,5 pg/mL, respectivamente. Nenhum
extrato apresentou atividade antioxidante e
18 mostraram atividade antimicrobiana pelo
menos para uma bactéria. O fungo Dm SB 33
apresentou o0 maior espectro de atividade, sendo
ativo contra quatro bactérias: Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumanii e Pseudomonas aeruginosa. Apenas
o fungo Dm SB 33 demonstrou atividade
contra S. aureus e nao foram observadas
atividades contra E. coli. Portanto, este estudo
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demonstrou a diversidade de classes quimicas e o potencial de atividades bioldégicas dos
fungos endofiticos de D. macrophylla.
PALAVRAS-CHAVE: Amazénia; Biotecnologia; Metabolismo secundario.

BIOLOGICAL ACTIVITIES AND CHEMICAL PROSPECTION OF ENDOPHYTIC FUNGUS
EXTRACTS FROM Duroia macrophylla HUBER (RUBIACEAE)

ABSTRACT: Endophytic microorganisms have enormous potential for the production of
bioactive substances. The plant Duroia macrophylla produces alkaloids with antitumor and
antimycobacterial activity, being selected for research on the biotechnological potential of its
endophytic microorganisms. The leaves of D. macrophylla were washed and submitted to
disinfestation and were later fragmented and inoculated in BDA and Sabouraud Agar with
oxytetracycline and incubated at 30 °C for 20 days. 47 fungi were isolated and of these, 21
morphologically different fungi were selected for chemical and biological prospection. The
submerged culture was carried out in Sabouraud or Potato Dextrose Medium, incubated
at 26 °C, at 120 rpm for 14-30 days. The metabolic liquids were filtered and subjected to
liquid-liquid partition with dichloromethane and ethyl acetate (phases DCM and EtOAc). The
mycelium metabolites were extracted on ultrasound with dichloromethane, ethyl acetate and
methanol. Thin layer chromatography and 'H Nuclear Magnetic Resonance were used to
analyze the extracts. The extracts were tested for antimicrobial, antioxidant activities and
against A. salina. As a result of this work, the fungal colonization rate of D. macrophylla was
94%. In the 21 extracts were found evidence of phenolic substances, terpenes, sugars and
in four of them, alkaloids. The phase EtOAc of the fungi Dm SB 43 and Dm BDA 12c were
active against A. salina, with LCso of 109.5 and 605.5 pg/mL, respectively. No extract showed
antioxidant activity and 18 showed antimicrobial activity for at least one bacterium. The
fungus Dm SB 33 showed the highest spectrum of activity, being active against four bacteria:
Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii and Pseudomonas
aeruginosa. Only the fungus Dm SB 33 showed activity against S. aureus. No activity against
E. coli was observed. Therefore, this study demonstrated the diversity of chemical classes
and the potential for biological activities of the endophytic fungi of D. macrophylla.
KEYWORDS: Amazon; Biotechnology; Secondary metabolism.

11 INTRODUCAO

Os produtos naturais foram e ainda sao indispensaveis para o desenvolvimento e
descoberta de novos medicamentos (BRANDAO; P. DAVID; COUTO; NASCIMENTO;
M. DAVID, 2010; CRAGG; KATZ; NEWMAN; ROSENTHAL, 2012; NEWMAN; CRAGG,
2016). Dos medicamentos novos e aprovados entre os anos de 1981 e 2014 apenas 27%
eram totalmente sintéticos, sem nenhuma inspiracdo em produtos naturais (NEWMAN;

CRAGG, 2016). Os vegetais sdo uma importante fonte de produtos naturais, entretanto, a
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producéo dos metabdlitos pode variar de acordo com o clima, disponibilidade de nutrientes,
dentre outros fatores, tornando-se um entrave para a produ¢édo industrial. Por isso, sado
necessarias pesquisas que abordem outras fontes dessas substancias bioativas ou seus
similares para uma producéo mais eficiente (LI et al., 2015).

Os micro-organismos também apresentam um enorme potencial de producédo de
substancias bioativas (NEWMAN; CRAGG, 2016; STROBEL, 2003). Parte destes micro-
organismos é denominada como “micro-organismos endofiticos”, pois na totalidade ou
em parte do seu ciclo de vida eles habitam o interior de uma planta no espaco intra
ou intercelular, sem causar danos aparentes a hospedeira (KUSARI; HERTWECK;
SPITELLER, 2012; TAN; ZOU, 2001; ZHANG; SONG; TAN, 2006). Esses micro-organismos
sao parte da diversidade microbiana ainda pouco explorada, e apresentam um enorme
potencial de producdo de substancias bioativas que poderao ser aplicadas na medicina,
industria ou agricultura (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; STROBEL, 2003). Estima-
se que existam aproximadamente 300 mil espécies de plantas e que cada uma possui
pelo menos um endéfito, assim sendo, o potencial de descoberta de novas espécies e
de novas substéncias em estudos com micro-organismos endofiticos é muito elevado
(CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).

Como a diversidade de endoéfitos € maior em areas de clima tropical e subtropical, as
pesquisas com foco em plantas presentes nesses ecossistemas podem ser promissoras
para a descricdo de novas espécies de endofitos e de novos produtos naturais (STROBEL,
2003). Um importante representante da biodiversidade mundial € o Brasil, cuja
biodiversidade é estimada em aproximadamente 1,8 milhdes de espécies e apenas cerca
de 11% ja foram catalogadas (SISTEMA DE INFORMACAO SOBRE A BIODIVERSIDADE
BRASILEIRA [SiBBr], 2016). Embora ja seja conhecido o grande potencial que os micro-
organismos endofiticos possuem para a producao de metabdlitos secundarios bioativos,
eles ainda sao pouco explorados, inclusive os associados aos vegetais do Brasil (ZANARDI
et al., 2012). Tal informagcdo vem de encontro com o futuro das florestas tropicais que
a cada ano estd diminuindo, o que reduz as chances de descoberta de novos micro-
organismos e de seus produtos e aumenta a necessidade e urgéncia de novos estudos com
esta abordagem (STROBEL, 2003). Os micro-organismos endofiticos representam uma
opcéao para a producéo de metabdlitos vegetais visto que devido a interacéo e coevolugéo
ocorrida ao longo do tempo, alguns deles podem captar parte do DNA da planta e produzir
compostos antes associados ao hospedeiro (STROBEL, 2003; ZHANG et al., 2006). Além
disso, o cultivo microbiano é um processo controlado e sem interferéncias ambientais
(KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).
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2| METODOLOGIA

A coleta do material vegetal utilizado neste trabalho ocorreu na Reserva Florestal
Adolpho Ducke (Reserva Ducke), situada na periferia de Manaus, com acesso pelo Km
26 da estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010), Amazonas, Brasil, nUmero de autorizagdo do
IBAMA: 16970-1.

A desinfeccao do material vegetal foi realizada em cinco folhas saudaveis e com
poucos sinais de herbivoria que foram lavadas em agua corrente com detergente liquido
neutro. Na cAmara de fluxo laminar, as folhas foram imersas sequencialmente em béqueres
contendo agentes desinfetantes: alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2,5% por
3 minutos e alcool 70% por 1 minuto. Em seguida, o material vegetal foi imerso em dois
béqueres com agua destilada estéril dos quais retirou-se uma aliquota de 50 yL para o
controle da assepsia que foi inoculada em uma placa de Petri contendo BDA (SOUZA et
al., 2004). As amostras foram cortadas em pequenos fragmentos (5 x 5 mm) que foram
inoculados (cinco fragmentos por placa), em quintuplicata, em placas de Petri contendo
Agar Batata Dextrose e Agar Sabourad suplementados com oxitetraciclina 125 pg/mL.
As placas foram incubadas a 30 °C por 20 dias e durante esse periodo acompanhou-se
o surgimento das hifas fungicas para fora do tecido vegetal e realizou-se o isolamento
fungico. Posteriormente os fungos foram submetidos a purificacdo e conservacao pelo
método Castellani e congelamento a -80 °C (SOUZA, 2006).

2.1 Preparo dos extratos fungicos

Os fungos isolados foram cultivados em BDA e Agar SB e ap6s 8 dias de
crescimento eles foram submetidos ao cultivo submerso. O cultivo submerso foi realizado
em Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de caldo Sabouraud ou Batata Dextrose
acrescidos de 0,2% de Extrato de Levedura. Quatro fragmentos do meio (6 x 6 mm)
contendo o crescimento fungico foram inoculados nos Erlenmeyers que foram incubados
a 26 °C sob agitagdo de 120 rpm. Os fungos endofiticos foram incubados de 14 a 30
dias, de acordo com a observagdo de suas caracteristicas morfofisioloégicas durante o
experimento.

Apds o término do cultivo submerso, utilizando um sistema a vacuo (kitassato, funil
de Buchner e papel de filtro) os liquidos metabdlicos foram filtrados e separados dos
micélios. As extragdes dos metabdlitos secundarios intra e extracelulares (dos micélios
e dos liquidos metabdlicos, respectivamente) ocorreram com solventes de baixa a alta
polaridade. Utilizando-se os micélios realizaram-se de trés a quatro extracdes, para cada
solvente, em um banho de ultrassom durante 20 minutos. As substancias presentes nos
liquidos metabodlicos foram extraidas a partir de uma particéo liquido-liquido. Preparou-
se uma solucao hidroalcodlica adicionando-se aos liquidos metabdlicos 0 mesmo volume
do solvente MeOH (1:1). Esta solugao foi transferida para um funil de separacéo e foram
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realizadas pelo menos trés extragdes com os solventes DCM e AcOEt. Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador sob temperatura de 40 °C.

2.2 Prospeccao Quimica

Todos os extratos fungicos foram submetidos a analise por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC), utilizando-se cromatofolhas de aluminio impregnadas com
silica 60 contendo indicador de fluorescéncia UV 254 nm. Como revelador fisico empregou-
se a luz ultravioleta nos comprimentos de onda UV 254 e 365 nm (revelador para duplas
ligagcbes conjugadas), e como reveladores quimicos: vapores de iodo (revelador para
substéancias contendo ligagdes duplas - manchas amareladas), reagente de Dragendorff
(revelador para alcaloides, compostos nitrogenados heterociclicos e aminas quaternarias
— manchas de coloracao alaranjada), sulfato cérico (revelador geral, mas especialmente
usado para detectar terpenos —manchas roxas - avermelhadas) e cloreto férrico (revelador
para substancias fendlicas — manchas azuladas) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997;
WAGNER; BLADT, 1996).

Os extratos provenientes de cada fungo endofitico que possuiam massa acima de 15
mg ou que apresentaram indicios de alcaloides na CCDC foram submetidos a Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H (com frequéncia de 300 MHz). Para o processamento dos dados
e analises dos espectros utilizou-se o software TopSpin 3.5pl7 (Bruker).

2.3 Atividades Quimica e Bioldgica
2.3.1 Ensaio de Toxicidade Frente a Artemia salina Leach

O ensaio de atividade citotéxica foi realizado de acordo com o desenvolvido por
Meyer e colaboradores (1982) com adaptacbes. Para uma triagem inicial, os extratos
foram testados em triplicata, na concentracdo de 1.000 pg/mL, solubilizados em DMSO
25%. ApOs esses resultados prosseguiu-se com o ensaio em diferentes concentracdes
apenas com os extratos que foram ativos. Neste teste, os ovos de Artemia salina Leach
foram eclodidos durante 48 h em agua do mar sintética (38 g/L de sal marinho) sob aeracao
e iluminacao artificiais. Em uma placa de 24 pocos transferiram-se dez nauplios para
cada poco contendo os extratos fungicos. Como controle negativo do ensaio utilizaram-
se DMSO 25% e agua do mar sintética. Apés 24 h sob iluminacéao artificial contaram-se
os microcrustaceos mortos. Consideraram-se mortos 0os microcrustaceos que, mesmo
com uma leve agitacdo no sistema, ndo apresentavam movimentos por mais de dez
segundos. A CLso (concentracdo necessaria para matar a metade dos organismos testes)
foi determinada usando o software PoloPlus versdo 1.0, com intervalo de confianca de
95%, e a média e desvio padrao foram calculados pelo programa Microsoft Excel 2013.
De acordo com a toxicidade, os extratos foram classificados em: inativos (CLso acima de
1.000 pg/mL), moderadamente ativos (CLso entre 100 e 900 pg/mL) ou fortemente ativos
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(CLso abaixo de 100 pyg/mL) (ANDERSON et al., 1991; DAVID et al., 2001).

2.3.2 Ensaio antioxidante

No ensaio antioxidante utilizou-se a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier
e Berset (1995). O ensaio antioxidante foi realizado em triplicata, empregou-se como
controle negativo agua deionizada, como o agente oxidante o DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) e como padréao de referéncia o acido ascorbico. Os extratos foram testados na
concentracdo de 0,5 mg/mL, solubilizados em MeOH. Adicionaram-se em microtubos 10
uL de extrato (0,5 mg/mL) e 990 uL de DPPH e aguardou-se 30 minutos em local escuro.
Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (A= 517 nm) e a partir da curva-padréao (acéo
antioxidante do acido ascorbico sobre o DPPH) e das absorbéancias resultantes da acao

dos extratos avaliou-se o potencial antioxidante dos extratos testados.

2.3.3 Ensaio antibacteriano

Neste ensaio empregou-se a técnica de difusdo em Agar conforme o manual M02-A11
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE [CLSI], 2012). Neste ensaio
utilizaram-se as cepas: Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Citrobacter freundii (ATCC
8090), Enterobacter cloacae (ATCC 13047), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebisiella
pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Staphylococcus
aureus (ATCC 12600), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) cedidas pela Colecao
de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CRMVS, FIOCRUZ-INCQS,
Rio de Janeiro, RJ. Os meios de cultura empregados foram o caldo e o agar Mueller-Hinton,
a temperatura de incubacéo foi de 35 + 2 °C, e foram testados os extratos metanélicos na
concentracao de 5 mg/mL solubilizados em DMSO 10%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados e purificados 47 fungos endofiticos a partir de 50 fragmentos foliares,
resultando em uma taxa de colonizacdo de 94%. De acordo com as caracteristicas
morfolégicas, macro e microscopicas (colbnia: tipo de borda, raio de crescimento, relevo,
textura, coloracao; tipo de hifas, presenca e formato de esporos) selecionaram-se 21
fungos diferentes para a realizagao das fermentagées submersas.

Ao analisar os micro-organismos isolados, observa-se que a comunidade de fungos
endofiticos de D. macrophylla é diversa, sendo composta por fungos morfologicamente
distintos, bem como ocorre em outras espécies da familia Rubiaceae (FERNANDES et al.,
2009; VIEIRA et al., 2012).

A descricdo de fungos endofiticos associados ao género Duroia € extremamente
escassa. Além da pesquisa com endéfitos de Duroia macrophylla encontra-se na literatura
apenas o estudo com Duroia hirsuta que possibilitou o isolamento de Stelliosphaera
formicum, uma nova espécie fungica com atividade contra S. aureus (FORCINA et al.,
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2015). Portanto, a presente pesquisa possui um importante papel para a contribuicado do
conhecimento de enddfitos e de seus extratos em espécies do género Duroia.

3.1 Prospeccao quimica

A prospeccdo quimica dos extratos revelou indicios de substéncias com duplas
ligacbes, substancias fendlicas, alcaloides, terpenos, aclcares e graxas. A presenca de
alcaloides foi detectada através da CCDC nos extratos diclorometéanicos dos micélios dos
fungos Dm SB 43 e Dm BDA 41b e nos liquidos metabdlicos extraidos com DCM (fase-
DCM) dos fungos Dm SB 43, Dm BDA 13 e Dm BDA 21.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos dos fungos endofiticos com indicios
de alcaloides na CCDC apresentaram uma grande variedade de sinais. Os espectros
dos extratos MDCM e FDCM do fungo Dm SB43 (Figuras 1 e 2) apresentaram sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos, hidrogénios metinicos e metilénicos ligados a
carbono com duplas ligacdes, hidrogénios de carbonos carbindlicos, de hidrogénios ligados
a carbonos de duplas ligacoes isoladas e conjugadas. O espectro do extrato FDCM do
fungo Dm SB43 é semelhante ao do extrato MDCM do mesmo fungo, exceto pelos sinais
caracteristicos de hidrogénios metilénicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).
Além desses sinais observa-se no espectro de RMN de 'H do extrato FDCM do fungo
Dm BDA 13 (Figura 3) um sinal (9,69 ppm) que pode indicar a presenca de aldeido e a
auséncia de sinais de hidrogénios metinicos e metilénicos ligados a carbono com duplas
ligacdes.

H metilénicos

H metinicos e metilicos
ligados a C de ligac3o dupla

H metilicos

H de C carbinblicos ‘ ‘i )

H ligados a C de |
Duplas isoladas / = |

i

H ligados a C de
Duplas conjugadas

il g

,_.._,AA—#'JI kli-..__ﬁ-*.__?—‘uuul‘ /" Jr

T"L.'uﬂ '“M

Figura 1: Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCIs) do extrato
diclorometanico do micélio do fungo endofitico Dm SB 43 de Duroia macrophylia.
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Figura 2: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, DMSO-ds) da fase
diclorometanica do liquido metabdlico do fungo endofitico Dm SB 43 de Duroia macrophyilla.

JULIANA B FD_BD13.001.001 IR ESP = v

104 :

094

0g z H metilicos

i H de C|carbindlicos
4 A A
»
§ 064
£
£
TS H ligades a C de H ligados a C de
g Duplas conjugadas Duplas isoladas
E A
5 04
3 H de aldeido

034 |

3] '|

AR l EEH"J“‘MF,‘_E_I]:&{'}E%%:-:L«:

N . (1 [+
04 MM

T T T T UAARLE RARLS | T T T T™
5 [ 7 A e

Chemical Shift (ppm|

Figura 3: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, DMSO-dé) da fase
diclorometénica do caldo metabdlico do fungo endofitico Dm BDA 13 de Duroia macrophylla.

Os espectrosdo extrato MDCMdo fungo Dm BDA41b apresentou sinais caracteristicos
de hidrogénios metilicos, metilénicos de alcanos alifaticos, hidrogénios caracteristicos de
triglicerideos e de carbono de dupla ligacéo isolada (Figura 4). O espectro do extrato
FDCM Dm BDA 21 (Figura 5) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos e
de alcanos olefinicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).
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Figura 4: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCI3) do extrato
diclorometénico do micélio do fungo endofitico Dm BDA 41b de Duroia macrophyila.
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Figura 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCI3) da fase
diclorometéanica do caldo metabdlico do fungo endofitico Dm BDA 21 de Duroia macrophylla.

3.2 Atividades Quimica e Bioldgica

Os extratos ativos contra A. salina foram os provenientes da particao fase-acetato de
etila (FACOEt) dos liquidos metabdlicos dos fungos Dm SB 43 e Dm BDA 12c com CLso
de 109,5 e 605,5 pyg/mL, respectivamente, classificados com atividade moderada. Esses
resultados séo importantes para uma pré-avaliacao dos extratos fungicos e monitoramento
de suas bioatividades. ApOs essa triagem, os extratos podem ser encaminhados para
uma avaliacdo mais especifica, como os testes de atividade antitumoral (HARADA, 2009;
MEYER et al., 1982).

Nao foi observada nenhuma atividade antioxidante significativa nos extratos
fungicos testados na concentracéo de 0,5 mg/mL, apesar dos espectros de RMN de 'H
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apresentarem sinais na regido de hidrogénios aromaticos. Portanto, esses sinais nao
devem ser de substancias fendlicas ou esse tipo de substéncia encontra-se em uma baixa
quantidade no extrato.

Os extratos apresentaram atividade contra pelo menos um micro-organismo teste,
exceto os extratos dos fungos Dm SB 21, Dm BDA 24 e Dm BDA 53. O extrato do fungo
Dm SB 33 apresentou o maior espectro de atividade, sendo ativo contra quatro bactérias:
E. cloacae, S. aureus, A. baumanii e P. aeruginosa (9, 10, 11 e 11 mm, respectivamente).
Os maiores halos de inibicdo do ensaio foram observados para o extrato do fungo Dm SB
43 contra S. epidermidis e K. pneumoniae (13 mm). Apenas o extrato do fungo Dm SB 33
demonstrou atividade contra S. aureus (halo de 10 mm).

Nao foram observadas atividades contra E. coliem nenhum extrato testado. Observa-
se que dentre os 21 fungos testados, 18 apresentaram atividade antibidtica contra pelo
menos um micro-organismo. Tal fato reafirma o potencial que esses micro-organismos
podem apresentar.

Portanto, considerando que o surgimento de micro-organismos resistentes aos
antibi6ticos impulsiona o aumento das pesquisas que desenvolvam novas alternativas
a esses medicamentos, reafirma-se que os endéfitos apresentam-se como uma op¢ao,
por serem potenciais produtores de substancias antimicrobianas (MARTINEZ-KLIMOVA,;
RODRIGUEZ-PENA; SANCHEZ, 2017).

41 CONCLUSAO

A partir desta pesquisa pode-se concluir que a planta Duroia macrophylla possui um
alto indice de colonizagao fungica e que os extratos de seus fungos endofiticos apresentam
uma diversidade de classes quimicas com potencial de atividade biologica.
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