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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor do virus da dengue, dengue hemorragica, chikungunya e
do zika virus, que vem causando um grave problema de satde publica mundial. Atualmente, o controle
do Ae. aegypti se realiza com larvicidas sintéticos, no entanto, os mosquitos tém se tornado altamente
resistentes a eles e isto faz com que sua erradicacdo seja mais dificil. O surgimento de mosquitos
resistentes a inseticidas reforca o interesse da busca de novos produtos eficazes contra esses mosquitos
adultos e no seu estado larval. Dessa forma, 0 objetivo deste projeto foi avaliar a quimiodiversidade
encontrada nos fungos endofiticos isolados de Passovia stelis quanto ao seu potencial larvicida e de
compreender 0s possiveis mecanismos entomotoxicos induzidos. Assim, para alcancar os objetivos
delineados, 104 fungos endofiticos isolados em estudos anteriores passaram por reativacdo, onde apenas
6 apresentaram viabilidade. Cada um dos seis fungos foi cultivado em meio liquido de batata-dextrose,
apos o crescimento micelar, o caldo foi separado e particionado com acetato de etila, fornecendo os
extratos brutos ap6s a evaporacdo do solvente. Os extratos brutos obtidos (Ph, FAT07, FAT46, FAT49,
FAT50 e CAT20) foram submetidos a testes preliminares em células de fibroblastos de pulméo humano
(MRC-5) para analise de citotoxicidade pelo método do Alamar Blue e determinacdo de niveis de
espécies reativas de oxigénio usando método da diclorofluoresceina. Os extratos que foram citotoxicos
e apresentaram producdo de espécies reativas de oxigénio foram submetidos ao teste de potencial
larvicida frente as larvas de Ae. aegypti (ensaio bioseletivo e de dose). As larvas que morreram quando
expostas ao extrato analisado foram submetidas a quantificacdo do dano oxidativo causado a proteinas
e lipidios por meio do ensaio de substancias reativas de acido tiobarbitdrico e quantificacdo de teor de
carbonila, respectivamente. De acordo com os resultados obtidos as amostras Ph, CAT 20, FAT 49, FAT
46 e FAT 50 ndo apresentaram citotoxicidade, enquanto a amostra FAT 07 foi citotdxica. Todos 0s
extratos testados frente as células MRC-5 sdo produtores de espécies reativas de oxigénio. O extrato
FATO7 apresentou atividade larvicida com CLsg igual a 264,456 ppm e CLg igual a 364,307 ppm, sendo
considerado ativo. Suplementarmente, supBe-se que as larvas ao serem submetidas ao extrato FATO07
morrem por dano oxidativo a proteinas e lipidios. O extrato FATOQ7 foi fracionado, e trés substancias
foram isoladas, estando em processo de identificagdo por Ressonancia Magnética Nuclear e
Espectrometria de Massas. Adicionalmente, foi realizado ensaio bioldgio para atividade antibacteriana
contra Xanthomonas citri subsp. citri.

Palavras-chave: Citotoxidade, Dengue; TBARS; Carbonila; Xanthomonas.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the main vector of the dengue virus, hemorrhagic dengue, chikungunya
and the zika virus, which has been causing a serious public health problem worldwide. Currently, control
of Ae. aegypti is carried out with synthetic larvicides, however, mosquitoes have become highly resistant
to them and this makes their eradication more difficult. The emergence of insecticide-resistant
mosquitoes reinforces the interest in the search for new products effective against these adult mosquitoes
and in their larval state. Thus, the objective of this project was to evaluate the chemiodiversity found in
the endophytic fungi isolated from Passovia stelis regarding their larvicidal potential and to understand
the possible entomotoxic mechanisms induced. Thus, to achieve the objectives outlined, 104 endophytic
fungi isolated in previous studies underwent reactivation, where only 6 showed viability. Each of the
six fungi were grown in potato dextrose liquid medium, after the micellar growth, the broth was
separated and partitioned with ethyl acetate, providing the crude extracts after evaporation of the solvent.
The crude extracts obtained (Ph, FATO07, FAT46, FAT49, FAT50 and CAT20) were subjected to
preliminary tests on human lung fibroblast cells (MRC-5) for analysis of cytotoxicity by the Alamar
Blue method and determination of reactive species levels of oxygen using the dichlorofluorescein
method. The extracts that were cytotoxic and showed production of reactive oxygen species were
submitted to the larvicidal potential test against the Ae. Aegypti larvae (bioselective and dose assay).
Larvae that died when exposed to the analyzed extract were subjected to quantification of the oxidative
damage caused to proteins and lipids by testing reactive substances of thiobarbituric acid and
quantification of carbonyl content, respectively. According to the results obtained, the Ph, CAT 20, FAT
49, FAT 46 and FAT 50 samples did not show cytotoxicity, while the FAT 07 sample was cytotoxic.
All extracts tested against MRC-5 cells are producers of reactive oxygen species. The extract FAT07
showed larvicidal activity with CLsy equal to 264,456 ppm and CLg equal to 364,307 ppm, being
considered active. Additionally, it is assumed that the larvae, when submitted to the FATQ7 extract, die
from oxidative damage to proteins and lipids. The FATO7 extract was fractionated, and three substances
were isolated, being in the process of identification by Nuclear Magnetic Resonance and Mass
Spectrometry. Additionally, a bio-clock assay for antibacterial activity against Xanthomonas citri subsp.
citri.

Keywords: Cytotoxicity; Dengue ; TBARS; Carbonyl; Xanthomonas.
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1. INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo aqueles microrganismos que colonizam o interior dos tecidos
vegetais (MISHRA et al., 2014; SUDHA et al., 2016) e produzem uma vasta quantidade de
metabdlitos secundarios com novas estruturas, além de possuirem atividades bioldgicas
interessantes. Consequentemente, tem havido um crescente interesse nos endofitos associados
as plantas e associados ao mar (esponjas e algas), principalmente para as inddstrias
farmacéuticas, quimicas e agricolas (SHOBA; SASIKUMAR; SATHIAVELU, 2018).

As doengas transmitidas por insetos sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (LANDAZABALA et al., 2018), estando a dengue, Chikungunya
e Zika presentes na Lista Nacional de Notificagdo Compulsoéria de Doencas do Ministério da
Saude (BRASIL, 2019).

Dado que vacinas eficazes ou tratamentos medicamentosos para estas doencas ainda
estdo por serem desenvolvidos, o controle é limitado ao manejo da populacdo de mosquitos
que, atualmente concentra-se em eliminar o vetor Ae. aegypti usando inseticidas sintéticos
(organofosforados, carbamatos ou piretrdides). Contudo, o uso continuo e inadequado desses
pesticidas resultou em resisténcia generalizada a inseticidas e poluicdo ambiental
(LANDAZABALA et al., 2018).

Sabendo que os indices de morte causadas pelo vetor Ae. aegypti, transmissor da
dengue, dengue hemorragica, zika e chikungunya, vem aumentando consideravelmente na
regido Norte do Brasil (BRASIL, 2017). E que o eixo dos programas de controle do vetor
dessas doencas vem apresentando baixa eficacia e altos custos, além de insuficientes para
interromper o processo de transmissao das doencas (TAUIL, 2002; PENNA, 2003; BARRETO;
TEIXEIRA, 2008), se faz necessario, encontrar substancias naturais com potencial larvicida
para o controle de larvas de Ae. aegypti (BRASIL, 2017).

Dessa forma, os fungos endofiticos tem uma vantagem pelo fato de que teoricamente
agridem menos o meio ambiente, como também ampliam as alternativas de larvicidas de origem
natural, minimizando o desenvolvimento de resisténcia por parte dos mosquitos. Ja que, no
momento, os inseticidas microbianos estdo sendo uma alternativa em relacdo aos inseticidas
quimicos, devido a sua toxicidade seletiva e pronta remocao no ecossistema. Diferentemente
do processo de producdo de inseticidas sintéticos, a fabricacdo de produtos microbianos é
considerada mais segura e menos poluente (TANVIR; SAJID, 2014).

Logo, este trabalho teve como objetivo avaliar a quimiodiversidade encontrada nos

extratos brutos de fungos endofiticos isolados de Passovia stelis, quanto ao seu potencial
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larvicida e avaliar os possiveis mecanismos oxidativos induzidos por estas substancias em

larvas de terceiro instar de Ae. Aegypti.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti € o principal vetor do virus da dengue, chikungunya e zika
(BRASIL, 2017; BOGA et al., 2019), que séo doengas consideradas um grave problema de
salde publica no Brasil e no mundo. As maiores incidéncias dessas doencas sdo em regides
tropicais do Brasil (COSTA; CALADO, 2016).

A dengue € transmitida pela circulacdo simultdnea dos quatros sorotipos virais:
DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (OMS, 2014). E uma doenca que afeta todos os niveis
sociais, no entanto, o impacto pode ser maior nas populagdes mais pobres que vivem em areas
com abastecimento de agua inadequado, infraestrutura precaria e onde as condicOes de saude
sdo mais favoraveis para a multiplicagdo do vetor (BRASIL, 2017). Os sintomas comuns da
doenca sdo febre, cefaléia, nduseas, vomitos, diarréia, fraqueza, e persistem em média por 14
dias (TEIXEIRA et al., 2010).

Chikungunya é causada pelo virus CHIKV, pertencente ao género Alphavirus, familia
Togaviridae (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Sdo conhecidas quatro linhagens do virus
CHIKV: Oeste Africano, Leste Centro-Sul Africano, Asiéatico e Oceano indico (WEAVER,
2014; AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOQS, 2015). A doenca é caracterizada por fortes
dores articulares e febre, podendo tornar-se cronica, com persisténcias dos sintomas por anos.
Algumas manifestacOes atipicas sdo consideradas graves, dentre elas estdo as manifestacoes
neuroldgicas, cardiovasculares, renais, oculares e dermatolégicas (BRASIL, 2019).

A zika é transmitida pelo virus ZIKV, pertencente ao género Flavivirus e a familia
Flaviviridae. A apresentacdo clinica é inespecifica e pode ser diagnosticada incorretamente
como outras doencas infecciosas, principalmente aquelas causadas por outros arbovirus, como
dengue e chikungunya (MUSSO; GUBLER, 2016). No Brasil, o ZIKV foi detectado pela
primeira vez em maio de 2015 (TRIGUEIRO et al., 2019), e levantou grande preocupacao
publica devido a associacdo com microcefalia e sindrome de Guillain-Barré (MAO et al., 2017).
Uma vez que, mais de quatro mil casos de suspeita de microcefalia foram relatados até fevereiro
de 2016, embora esses casos possam ter sido diagnosticados incorretamente em algumas
ocorréncias (VICTORA et al., 2016; SONG et al., 2017).
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Em 2019, até a SE 12 (30/12/2018 a 23/03/2019), foram registrados 273.193 casos
provaveis de Dengue no pais, com uma incidéncia de 131,0 casos/100 mil hab.. No mesmo
periodo de 2018, foram registrados 71.525 casos provaveis de Dengue. A regido Sudeste foi a
que apresentou o maior numero de casos provaveis de Dengue (179.714 casos; 65,7%) em
relacdo ao total do pais, seguida das regifes Centro-Oeste (48.048 casos; 17,6%), Nordeste
(20.543 casos; 7,5%) Norte (16.630 casos, 6,1%) e Sul (8.258 casos; 3,0%). Foram registrados
também 15.352 casos provaveis de Chikungunya no pais, com uma incidéncia de 7,4 casos/100
mil hab. Em 2018, até a SE 12, foram registrados 26.840 casos provaveis. Ainda em 2019,
foram registrados 2.344 casos provaveis de Zika no pais, com incidéncia de 1,1 caso/100 mil
hab. Em 2018, no mesmo periodo, foram registrados 2.493 casos provaveis. E a regido Norte
apresentou 0 maior nimero de casos provaveis de Zika (919 casos; 39,2%) em relagdo ao total
do pais (BRASIL, 2019).

Os componentes do controle integrado de vetores definidos pela OMS (ROSE, 2001)
incluem vigilancia, manejo ambiental, controle biologico, controle quimico com uso de
inseticidas e repelentes, armadilhas e manejo da resisténcia a inseticidas.

O controle bioldgico de mosquitos inclui o uso de varios predadores, invertebrados
aquaticos, patdgenos fangicos e bacterianos, parasitas nematddeos, além de peixes que se
alimentam de larvas (BRAGA; VALLE, 2007).

O controle quimico é realizado atualmente por larvicidas organofosforados (Bti® e
Pyriproxifen ®), que foram os primeiros a substituir os organoclorados, e os piretroides
(Cipermetrina®, e Deltametrina®), que tém sido usados como alternativa para substitui¢cdo dos
organofosforados (Malationa ® e Themephos ®), por sua alta eficiéncia contra mosquitos
adultos, sendo necessarias menores quantidades de produto ativo. No entanto, causam altos
impactos ambientais e sdo produtos de alto custo financeiro (ZARA et al., 2016).

De tal modo, a resisténcia dos mosquitos de Ae. aegypti tem sido um importante
desafio, visto que faz com que sua erradicacdo seja mais dificil, e embora ja existam larvicidas
quimicos para controle deste mosquito, os extratos de fungos tem uma vantagem frente aos
compostos sintéticos, pois os larvicidas de origem quimica podem causar intoxicacdo se
manipulados incorretamente, além de serem pouco seletivos, causando danos ao meio ambiente
e tornando as larvas cada vez mais resistentes (OMS, 2014). Os larvicidas e inseticidas
provenientes de extratos fingicos, tem sua acao por varios mecanismos de acdo, o que reduz o
risco de resisténcia por parte dos mosquitos (AURY et al., 2013; MARQUES; KAPLAN,
2015).
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Dessa forma, a busca por novos produtos larvicidas usando metabdlitos secundarios
de origem bioldgica eficazes contra esses mosquitos adultos, bem como no seu estado larval
sdo de extrema relevancia, ja que estas doencas sdo responsaveis por elevados indices de
mortalidade no Brasil e no mundo (BASTOS et al., 2016; ROUNDY et al., 2017).

2.2 Familia Loranthaceae e Passovia stelis

Passovia stelis € uma planta da familia Loranthaceae e no Brasil, esta familia esta
distribuida por todos os biomas sendo representada por 12 géneros e 131 espécies (ARRUDA
etal., 2012; SCALON et al., 2016).

As espécies pertencentes & familia Loranthaceae apresentam caracteristicas
hemiparasitas, ou seja, utilizam os recursos do seu hospedeiro, mas ainda assim, realizam
fotossintese e produzem seus proprios compostos organicos (ARRUDA et al., 2012).

Os géneros Passovia, Psittacanthus e Struthanthus sdo mais diversificados na
flora brasileira quando comparados aos de outros paises da América do Sul. Quanto a
disposicdo geogréafica no Brasil, alguns géneros sdo tipicamente tropicais e generalizados,
tais como Passovia, Psittacanthus e Struthanthus, enquanto outros tém distribuicdes restritas,
por exemplo, Cladocolea, Gaiadendron, Peristethium, Phthirusa, Oryctanthus, Oryctina e
Pusillanthus. Esses géneros sdo encontrados principalmente na Amazénia e florestas do
Atlantico, mas Pusillanthus e Oryctina também habitam Caatinga (ARRUDA et al., 2012).

A P. stelis, assim como todas as espécies da familia Loranthaceae, recebem o nome
popular de “erva-de-passarinho” devido ao expressivo nimero de espécies, cuja dispersao é
feita por aves, havendo uma estreita relacdo entre o grupo de plantas e as aves
(VASCONCELOQOS; MELO, 2015). As aves sdo atraidas pelas pseudobagas sulcosas da P.
stelis, que sdo avidamente ingeridas (CONCEICAO et al., 2010). A semente, apds passar pelo
trato digestorio das aves, € eliminada com as fezes e ao cair sobre a casca de alguma
arvore, geralmente, germina. A erva-de-passarinho se fixa nos galhos e troncos da planta
hospedeira, se desenvolvendo vigorosamente e ocupando partes localizadas ou quase a
totalidade da copa (CAIRES et al., 2009).

P. stelis é utilizada na medicina popular como adstringente para as moléstias uterinas,
antidiarreica, abortiva, hemostatica, antiasmatica, antileucorréica, contra a bronquite, afeccdes
das vias respiratorias, tosses, pneumonia, antidiabética, anti-hemorragica e cicatrizante (PAES
et al., 2010).
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2.3 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam a parte interna da planta, sendo
encontrados em folhas, ramos e raizes, podendo ocupar espagos inter e intracelulares. Em geral,
o0s endofitos adentram as plantas por meio de lesdes naturais e artificiais, e provavelmente estdo
presentes em todas as plantas, sendo que uma planta pode conter centenas deles. As lesdes
naturais podem ser causadas por insetos ou crescimento das raizes ao penetrar o solo. J& as
les@es artificiais podem se dar por meio de praticas agricolas (CALDERANI; ORLANDELLI;
PAMPHILE, 2016).

A relacdo de um endofito com o hospedeiro pode variar de um hospedeiro para outro
e as interacbes entre eles ainda ndo sdo bem compreendidas (ALY et al., 2011;
JALGAONWALA et al., 2011). Esta associacdo sugere que esses organismos evoluiram com
seus hospedeiros, apresentando uma intima relacdo simbidtica, onde 0s microrganismos
produzem ou induzem a producdo de metabdlitos primarios e secundarios que podem conferir
diversas vantagens a planta, como o aumento da tolerdncia a estresses bioticos (insetos,
herbivoros, nematoides parasitas e microrganismos fitopatogénicos) e abioticos (pH,
temperatura, estresse hidrico, ventos fortes e salinidade)(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Em
contrapartida, a planta garante ao endéfito os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia, abrigo
e transferéncia as proximas geracdes (SPECIAN et al., 2014; MURALI et al., 2017).

No entanto, a associagdo do fungo e seu hospedeiro ndo € somente como uma relacéo
simbidtica, mas também antago6nica, Kusari e colaboradores (2012) relataram sobre a complexa
interacdo quimica entre microrganismos e seus hospedeiros, destacando que existem inimeras
barreiras quimicas e fisicas que devem ser superadas para estabelecer com sucesso uma
associagao.

A hipétese do antagonismo é estabelecida quando os mecanismos de defesa da planta
contra-atacam os fatores de viruléncia fungica, e o fungo morre. Como também quando a planta
sucumbe a viruléncia do fungo, ocasionando doenca a planta (KUSARI et al.,2012).

Sabendo que os microrganismos sdo facilmente cultivaveis em tanques de
fermentacao, estes se tornam fontes facilmente renovaveis e reprodutiveis quando comparados
com outras fontes naturais, como plantas e animais, e representam uma rica fonte de novos
produtos naturais (SOARES; PIMENTA, 2015).

Os fungos endofiticos apresentam varias vantagens para a producdo de compostos
biotivos, como a possibilidade de reproducéo e produtividade segura, ja que 0 microrganismo

cultivado em tanques de fermentacéo se torna uma fonte potencialmente inesgotavel. Ainda
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tendo a possibilidade de preservacdo dos fungos (Castellani, slants e tubos criogénicos), néo
sendo necessaria uma nova coleta a cada cultivo, sendo necessario somente a reativacdo dos
microrganismos (SOARES; PIMENTA, 2015).

O aumento na producao é relativamente facil, sendo que mudangas nas condigdes de
cultura podem ser exploradas, a fim de se otimizar as varias vias biossintéticas que podem levar
a producdo de compostos ainda mais eficazes. Além disso, microrganismos respondem
favoravelmente a técnicas rotineiras de cultura, enquanto culturas de tecidos ou o crescimento
das plantas requerem técnicas especializadas ou meses de crescimento antes da coleta
(SPECIAN et al., 2014).

A maioria dos fungos tem vias bioquimicas peculiares, resultando em metabdlitos
caracteristicos ou especificos de uma determinada espécie, embora as producdes destes
metabdlitos dependam de vérios fatores a habilidade dos fungos endofiticos em produzir o
mesmo metabolito bioativo que sua planta hospedeira pode reduzir a coleta de plantas raras, de
crescimento reduzido e ameacadas de extin¢do, preservando-se, assim, a biodiversidade
(PAMPHILE et al., 2017).

Essa capacidade de produzir substancias quimicas caracterizadas originalmente da
planta hospedeira, pode estar relacionada a uma recombinacdo genética do endofito com a
planta, que pode ter ocorrido durante o processo de evolucdo (KELLER et al., 2005). Em algum
momento durante essa evolucédo, pode ter ocorrido uma transferéncia horizontal de genes, o que
permitiu que o receptor executasse as mesmas reacdes biossintéticas do doador. Além disso,
questiona-se sobre os fitoquimicos bioativos das plantas serem produzidos exclusivamente por
estas, sugerindo que as propriedades terapéuticas de uma planta medicinal possam ser resultado
da relacdo mutualistica com o microrganismo, sendo uma consequéncia da biossintese
concomitante da planta e do fungo (SPECIAN et al., 2014).

2.4 Metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos

Os metabolitos secundarios geralmente sdo compostos produzidos pelos organismos
em resposta a estimulos externos, tais como infeccdo externa ou altera¢fes nutricionais. Os
fungos endofiticos também sdo conhecidos por sintetizar em abundancia os metabdlitos
secundarios, chegando a uma producdo de até 73% superior a de outras classes de
microrganismos (ALVIN; MILLER; NEILAN, 2014).

Os principais metabdlitos secundarios encontrados em endofitos sdo alcaldides,
esterdides, terpenos, isocumarinas, quinonas, fenilpropandides, ligninas, fendis e acidos

fendlicos, metabdlitos alifaticos, lactonas, citocatalasinas, flavonoides, peptideos e xantonas,
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que possuem as mais diversas atividades bioldgicas, incluindo inseticida e larvicida
(PAMPHILE et al., 2017).

Mishra et al. (2014) afirma que os produtos naturais produzidos por fungos endofiticos
S80 numerosos, e ensaios in vitro tém sido utilizados como uma importante ferramenta na busca
por produtos naturais bioativos, promovendo respostas a busca de atividades bioldgicas em
extratos, como avaliagdo antioxidante, antiinflamatdria e citotoxica (YAMAGUCHI et al.,
2017).

Specian e colaboradores (2014) também confirmaram que os metabdlitos secundarios
tém sido isolados e caracterizados principalmente para fins industriais a partir do cultivo in vitro
de fungos filamentosos, além de a inddstria farmacéutica estd sendo abastecida por uma
variedade de farmacos de origem microbiana.

Varios estudos recentes demonstraram a eficacia de metabolitos oriundos de fungos
endofiticos no controle do mosquito Ae. aegypti. Um destes estudos é a avaliagdo do efeito
sinérgico do extrato do fungo Fusarium oxysporum em combina¢do com Temephos® contra
Ae. aegypti, onde obteve-se que essa combinacdo sinérgica e altamente eficaz para controlar os
estadios jovens do mosquito e estudos histologicos mostraram vacuolizacdo no epitélio, bem
como nos tecidos adiposo e muscular do intestino médio larval (VIVEKANANDHAN et al.,
2017).

Landazabala et al. (2018) afirmou que a mortalidade de mosquitos Ae. aegypti também
pode ser atribuida a presenca de alcaloides, pois quando submetidas a extratos contendo
alcaloides, as larvas sofreram estresse oxidativo e alteragdes na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial.

O extrato bruto do fungo endofitico Cochliobolus spicifer isolado da tamareira
Phoenix dactylifera apresentou-se como um forte candidato a larvicida natural, sendo seguro e
estavel no controle de mosquitos Aedes caspius e Culex pipiens. Uma vez que as larvas de
terceiro estadio quando tratadas com este extrato também sofreram destruicdo e desorganizacao
celular, espacamento celular e vacuolizacdo em pequenas regibes do intestino epitelial
(ABUTAHA et al., 2015).

No estudo de Bicker et al (2013), extratos etandlicos do fungo
endofitico Pestalotiopsis virgulata, isolado de Gustavia eliptica cf., apresentaram efetiva
atividade larvicida contra as larvas de Ae. aegypti.

Bernardi-Wenzel et al. (2013); Mao et al.(2014); Mascarin et al. (2018) também
ressaltam o potencial larvicida de fungos endofiticos contra mosquitos do género Aedes. No

estudo de Bernardi-Wenzel e colaboradores (2013), extratos de enddfitos isolados da soja
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(Glycine max L.) se mostraram eficientes contra larvas de Ae. aegypti; Mao et al. (2014),
encontraram espirobisnaftalenos produzidas pelo fungo endofitico Berkleasmium sp. que se
mostraram um importante larvicida contra larvas de Aedes albopictus. Adicionalmente,
Mascarin e coautores (2018) ressaltam o potencial larvicida do fungo endofitico Metarhizium

spp. contra larvas e mosquitos de A.aegypti.

25 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROS) incluem radicais livres, como o anion
superoxido (O2), radicais hidroxila ((OH), varios peréxidos (ROOR”), hidroperoxidos (ROOH)
e peroxido de hidrogénio (H202). As células sdo equipadas com um extenso sistema de defesa
antioxidante para combater as EROS, seja diretamente por interceptacdo ou indiretamente
atraves da reversdo do dano oxidativo. Quando ocorre uma condicdo de desequilibrio entre o
quantidade de EROS e a atividade ineficiente do sistema de protecdo antioxidante de um
organismo, resulta no estresse oxidativo (ERUSLANOV; KUSMARTSEV,2010 ; SANTOS et
al., 2018).

De acordo com Ray et al. (2016), os microrganismos endofiticos sdo capazes de liberar
gradualmente pequenas quantidades de EROS em seu hospedeiro, resultando em uma
aclimatacdo das células hospedeiras as EROS por meio de aumento de enzimas relacionadas e
vias antioxidantes. Dessa forma, acredita-se que os fungos endofiticos podem produzir EROS
em insetos também, causando dano celular.

Embora insetos produzam em pequena quantidade espécies reativas de oxigénio como
defesa contra patdgenos, invasores e parasitas, as EROS também podem causar estresses
oxidativos no préprio inseto quando produzidas em excesso. 1sso ocorre porque as EROS séo
radicais que podem causar toxicidade celular, quando as enzimas antioxidantes sdo produzidas
em menor quantidade que as EROS (AHMED,2012).

As mitocondrias sdo as principais fontes de EROS e o principal alvo de ataque de
ERQOS, o que pode levar a um estresse oxidativo mais grave. Por sua vez, o estresse oxidativo
destroi as mitocdndrias e libera mais EROS (ZHANG et al., 2019).

O processo de producdo de EROS na mitocdndria pode ser ilustrado na Figura 1, onde
0 Oz sofre redugdo tetravalente (1), com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formagéo
de agua. A enzima catalisadora dessa reacdo é a citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia
transportadora de elétrons, a referida enzima oxida quatro moléculas de citocromo removendo

um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O para formar agua e liberar
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energia. A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres, impedindo sua
geracdo excessiva na mitocondria (BARBOSA et al., 2010).

No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias séo
desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente (2), dando origem aos
radicais livres. Por meio de um processo chamado dismutacdo, radical O2 ao receber os ions
H*, gera perdxido de hidrogénio (3). Quando o perdxido reage com ions ferro ou cobre € gerado
o radical hidroxila (4). Os referidos fons (Cu* /Fe?*) podem também catalisar a reagdo entre
perdxido e radical superoxido, gerando da mesma forma OH" (5). Outro processo de formagdo
de EROs nas mitocdndrias € quando o superdxido reage com Oxido nitrico, formando radical
peroxinitrito(6).

O H20, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na
sua Ultima camada eletrdnica, € uma espécie com alto potencial reativo por participar da reacéo
de geracdo de OH". Diferente dos radicais livres, o0 H.O,tem vida longa e é capaz de atravessar
as membranas celulares apresentando-se potencialmente toxico para as células (BARBOSA et
al., 2010).

Figura 1- Processo de producdo de EROs na mitocondria via cadeia transportadora de elétrons
1) 0, + 4e~ + 4H* — 2H,0 + energia
2)0, +e” = 0y

3) 20, + 2H* SgD H,0, + energia
4) Fe?*/Cu* + H,0, - OH' + OH™ + Fe3*/Cu?*

5)H,0, + 0,

FeLCU‘OH- + OH™ + 0,

6) 0, + NO- - ONOO™
Fonte: Barbosa et al. (2010).



26

3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo Geral

Buscar substancias larvicidas através do estudo da quimiodiversidade produzida por

fungos endofiticos.

3.2  Objetivos Especificos

e Cultivar os fungos endofiticos para obtencdo do extrato bruto;

e Testar 0s extratos obtidos para atividade larvicida por meio de bioensaio seletivo e de
dose;

¢ Avaliar dano oxidativo a proteinas e lipidios em larvas mortas;

e Fracionar e purificar os extratos ativos;

e [dentificar as substancias obtidas utilizando técnicas de espectroscopia;

e Testar as substancias obtidas nos ensaios biologicos.
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4. METODOLOGIA
4.1  Obtencéo e Identificacdo da Cepa.

Os fungos endofiticos foram isolados das folhas e dos caules de planta Passovia stelis
(FIGURA 2) pela aluna Sarah Simdes da Silva em seu Trabalho de Conclusdo de Curso,
intitulado “Isolamento e identificagdao de fungos endofiticos das folhas e caule da espécie
vegetal Passovia stelis (Loranthaceae)”.

A identificagdo dos fungos foi realizada pela Prof.. Dr® Ant6nia Queiroz Lima de
Souza do Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazénia — LABMICRA do Centro
de Apoio Multidisciplinar — CAM — Central Analitica/UFAM por morfologia.

Neste trabalho foram utilizados 104 fungos isolados das folhas e caule de Passovia
stelis, 0s quais passaram por processo de reativacao e apenas seis apresentaram-se viaveis para
o cultivo. Desses seis foram viaveis os fungos FATO07, FAT46, FAT49, FAT50 e Ph oriundos
das folhas e o fungo CAT20, oriundo do caule.

Figura 2- Folhas e caule de Passovia stelis

Fonte: SILVA, Sarah Simdes (2017).
4.2 Obtencéo dos extratos brutos

Inicialmente foi realizada a inoculacdo de cada fungo selecionado para placa de petri
com meio PDA (Potato Dextrose Agar). Posteriormente, cada fungo foi repicado e transferido
para outra placa. Apos crescimento micelial, cada fungo foi repicado em 5 fragmentos com
dimensdo de aproximadamente 1cm x 1cm e transferidos para Erlenmeyers contendo 300 mL
de meio de cultivo liquido PDB (Potato Detrose Broth) e mantido a temperatura controlada a
28°C por 28 dias, totalizando 35 Erlenmeyers para cada fungo selecionado. Somente o fungo
FATA46 foi fermentado em apenas 21 dias, visto que cresceu rapidamente, apresentando grande
quantidade de micélio. Ao término da fermentacdo, o meio foi filtrado 2 vezes em funil de
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Bichner e papel filtro para remocdo do micélio visivel. Para remover possiveis micélios
remanescentes, o caldo foi filtrado no filtro milipore® e submetido a particéo liquido/liquido
com acetato de etila, que foi evaporado em evaporador rotatorio (marca Fisatam), fornecendo
0s extratos brutos (FIGURA 3).

Figura 3 - Processo de obtencéo do extrato bruto

Fonte: O autor (2018).

Os seis extratos brutos obtidos foram submetidos a ensaios preliminares in vitro com
células de pulméo humano linhagem MRC-5 para avaliar a citotoxidade e a producdo de EROS
de cada extrato, assim fornecendo uma varredura dos extratos com maior dano a célula para

prosseguir para o teste larvicida.

4.3 Ensaios in vitro com células MRC-5

Nos experimentos in vitro com células MRC-5 foram utilizadas células de fibroblastos
de pulmdo humano (MRC-5) (FIGURA 4) adquiridos a partir da American Type Culture
Collection®, EUA — ATCC. Estas células foram mantidas em estufa bacteriologica a 37° C em
atmosfera de 5% de CO, em DMEM - MRCS5, suplementados com 10% soro fetal bovino - SFB
(GIBCONN by life tecnologie), acrescentado de 50 U.mL? de penicilina e 50 U.mL? de
estreptomicina (GIBCONN by life tecnologie) sendo cultivadas no Laboratério de Cultura de
Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM sob a supervisdo do Prof® Dr Emerson Silva Lima e da doutoranda Marcia de Jesus

Amazonas da Silva.
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Figura 4- Foto ilustrativa obtida da ATCC de linhagens celulares de fibroblastos de pulm&o humano (MRC5)

ATCC Number: CCL-171
Designation: MRC-5

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Fonte: American Type Culture Collection ® (2019).
4.3.1 Citotoxicidade - Método Alamar blue

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed e
colaboradores (1994) com o intuito de analisar a viabilidade celular das células da linhagem
MRC-5 na presenca de concentracio nica de 50 ug. mL* das substancias testadas. As células
foram cultivadas em garrafa de cultura com meio DMEM alta glicose completo, e para o teste
transferidas para placas de 96 pogos em concentragdo celular de 0,5 x 10* células/pogo (TPP,
Suica). A placa foi entdo mantida em cultura nos tempos de 24, 48 e 72h em incubadora de CO>
(Modelo 4111 — Thermo Scientific — SOTELAB) a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO2. Apos
decorrido os tempos supramencionados, foram adicionadas as amostras (extratos FATO7,
FAT46, FAT49, FAT50, CAT20 e Ph) na concentragdo Unica de 50pg.mL™? e a placa
permaneceu em cultura por 24 h nas mesmas condi¢des. O grupo controle negativo recebeu no
poco somente meio de cultura, e como controle positivo de farmaco padrdo de morte foi
utilizado Doxorrubicina na concentracéo de 20 pg.mL™. Decorrido os tempos de 24, 48 e 72h
de tratamento, foi acrescentado 10 uL da solucdo de uso de Alamar Blue (solucgdo estoque 0,4%
-1:20 em meio de cultura sem soro fetal bovino) em cada pogo da placa. Apos 3 h de
metabolizagdo de exposicdo ao Alamar Blue, retirando da estufa 30 min antes do término, a

fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de microplaca Elisa (DTX-800 Beckman
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Coulter). Os dados foram analisados em relagdo ao controle utilizando o Programa de estatistica
GraphPad Prisma versdo 5.0. O calculo foi realizado conforme férmula abaixo.

Ftx 100

% Viabilidade celular = AFD

Onde:

Ft= (fluorescéncia da célula + meio + substancia + resazurina)

AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina)

Os resultados de porcentagem de viabilidade celular acima de 90% foram considerados
aceitaveis para substancias ndo citotdxicas.

Os valores de CI50 (concentracdo inibitoria de 50% das células) foram calculados em
programa de estatistica GraphPad Prism, verséo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.

Apos realizar o teste de citotoxicidade pelo método Alamar Blue foi realizado também
0 teste de producédo de EROS dos 6 extratos brutos produzidos, a fim de avaliar se 0 mecanismo

de morte dessas células quando submetidas aos extratos, foram por dano oxidativo.

4.3.2 Determinacao de niveis  de EROS  usando DCFH-DA  (2°,7-
diclorohidrofluoresceinadiacetato).

A determinacdo de niveis de EROS pela DCFH-DA para os 6 extratos (FATO7,
FAT46, FAT49, FAT50, CAT20 e Ph) foi realizada conforme metodologia descrita por
Eruslanov e Kusmartsev (2010). As células MRC-5(7x10* cel/pogo) placa 24 pogos foram
tratadas com o extrato (50 ug.mL™? — 100 pL) + AAPH (17 pg. mL1), peréxido de hidrogénio
(17 ng. mLY) e paclitaxel® (256 pg. mL™) durante 3 h. Em seguida, as células foram recolhidas,
lavadas com solugdo salina e resuspensas em tubos falcon 5 mL com PBS contendo 5 uM de
DCFH-DA nos tempos de 30 min, 1 h e 3 h. Finalmente, as células foram lavadas com soro
fisiologico, transferida para uma placa fotossensivel e a fluorescéncia celular foi determinada a
570 nm pelo leitor de microplaca Elisa (DX800 multimode detector - Beckman Coulter).

Apos os testes de citotoxicidade e EROS com os 6 extratos brutos, foram selecionados
apenas 0s extratos com maior reducdo de viabilidade celular e maior producdo de EROS para
realizar o teste larvicida.

4.4 Ensaio Larvicida

Os testes larvicidas foram realizados no Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) sob a supervisdo do Prof. Dr. Wanderli Pedro

Tadei empregando-se larvas de Ae. aegypti.
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A atividade larvicida foi avaliada por meio de bioensaios por duas modalidades
sequenciais: seletivo, cujo objetivo é detectar se o0 extrato possui atividade sendo um teste
qualitativo e de dose para determinar a CLso e CLgo Sendo um teste quantitativo. Os bioensaios
descritos séo adaptacdes dos bioensaios descritos por Dulmage et al. (1990) e pela OMS (2005;
2014) no Guia para Testes Larvicidas de Laboratorio e Campo.

4.4.1 Bioensaio seletivo

Para cada bioensaio com os extratos fungicos, foram utilizados cinco copos
descartaveis com capacidade de 50 mL que continham 9,800 pL de &gua. Foram introduzidas
em cada copo, 10 larvas de 3° instar do vetor oriundas do insetario mantido pelo Laborato6rio
de Maléria e Dengue/INPA. Em seguida, foram pipetados separadamente em cada copo 100 pL
de cada extrato nas concentracgdes de 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ppm dos extratos diluidos em
DMSO e mais 100 pyL do alimento larval triturado (racdo de camundongo e racdo peixe que
foram previamente homogeneizados em agua). Cada bioensaio foi realizado em triplicata
contendo trés réplicas e um controle negativo contendo: contendo 4gua + 1 mL de DMSO +
larvas + ragdo (n = 180 larvas para cada bioensaio, ntotal = 540 larvas). As leituras dos
bioensaios foram feitas em 24,48 h e 72 h a partir do contato das concentragdes com as larvas.
Foram consideradas mortas as larvas que nao responderam a estimulos artificiais. Apds 0s
bioensaios seletivos, foi realizado o bioensaio de dose com o extrato que apresentou atividade

larvicida.
4.4.2 Bioensaio de dose

Os bioensaios de dose-resposta também seguiram as adaptacdes do protocolo da OMS
(2005). As cinco concentracfes que foram utilizadas neste estudo foram desenvolvidas a partir
da menor concentracdo que causou pelo menos 50% de mortalidade das larvas nos bioensaios
seletivos. Os volumes da dgua de poc¢o dentro dos copos (200 mL) foram ajustados para 100
mL.

O bioensaio larvicida com o extrato FATQ7 foi realizado em quintuplicada contendo
cinco réplicas e controle (n total = 1750 larvas terceiro instar) que foram realizados sempre em
dias diferentes, alternando entre manha e tarde ocorrendo assim, o delineamento experimental

totalmente casualizado.
4.4.3 Andlise estatistica

Para determinacéo dos valores de CLsoe Clgo foi utilizado o Probit Polo-PC verséo
1.0, LeOra Software.
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Apos realizar o teste estatistico de significancia (teste T) e teste paramétrico (Chi-
square) e saber as concentracdes letais do extrato responsadvel em causar 50% e 90% de
mortalidade em larvas de Ae. aegypti, as larvas foram submetidas a estas concentracfes
novamente, a fim de avaliar a veracidade das doses letais fornecidas pelo programa.
Posteriormente, foram coletadas e realizados os testes de dano oxidativo a proteinas e lipidios.

45  Quantificacdo de dano oxidativo em larvas de Ae. aegypti

O teste para dano oxidativo a lipidios e proteinas foi realizado com as larvas
submetidas ao teste larvicida nas concentracOes letais de 50 e 90% do extrato FATO7. Os
ensaios foram realizados no Laboratério de Atividade Bioldgica (BIOPHAR) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM sob a supervisdo do
Prof° Dr Emerson Silva Lima e o doutorando Leonard Domingo Rosales.

A metodologia utilizada para a realizacdo deste ensaio, foi desenvolvida a partir de
(LOWRY, 1951; OHKAWA et al., 1979; LEVINE et al., 1990; SOFIC et al., 2006; SOUZA,
2012).

Os testes estatisticos foram realizados no programa GraphPad Prism, versdo 6.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). E todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
4.5.1 Homogeneizacdo de larvas

As larvas de Ae. aegypti submetidas ao teste larvicida nas doses letais 50% e 90%
foram maceradas a frio em cadinho e pistilo com tampéo fosfato- pH 7.3, 75 mM (para cada 19
de larvas — 10 mL de tampéo fosfato). O homogenato foi centrifugado a 15,000 rpm por 30 min
a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo do dano oxidativo a proteinas e lipidios
(SOFIC et al., 2006).

4.5.2 Dano oxidativo a lipidios

O dano oxidativo lipidico foi mensurado usando uma adaptacdo da técnica descrita
originalmente por Ohkawa et al. (1979), onde o Malondialdeido (MDA), um dialdeido formado
como produto secundario da oxidacdo de lipidios, encontrado nas amostras pode ser medido
através da reacdo com o acido tiobarbitarico (TBA), para estimar a intensidade da peroxidacéo
lipidica através da formacdo de um cromogeno de cor rosa, pois em condicdes apropriadas de
incubacdo (meio acido e aquecimento), 0 MDA reage eficientemente com o TBA para produzir
cromogenos com alta absortividade molar no espectro visivel (LIMA et al., 2001).Para que esta

andlise fosse possivel, primeiramente, adicionou-se ao tubo de ensaio 1,5 mL de um complexo
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de reacdo composto de TBA 0,1%, acido cloridrico 0,25N e TCA a 10 %, 200 uL de
homogenato de larvas nas concentracdes letais de 50 e 90% e em seguida agitados em vortex.
Logo apds a agitacdo, a amostra foi tampada com bolas de gude para impedir a evaporacao dos
reagentes e incubada a 100°C por 45 min (SOUZA, 2012). Ao final da incubacédo, a amostra foi
centrifugada a 3500 rpm por 20 min a 4°C e, em seguida, procedeu-se a leitura do sobrenadante
em absorbancia de 535 nmm em espectrofotometro (T70 UV/VIS PG Instruments Ltda). Os
niveis de MDA total da amostra foram calculados através da razdo entre a absorbancia da
amostra e uma solucdo padrdo de MDA (1,1,3,3-tetrahidroxipropano), multiplicada pela
concentracdo da solucdo padréo (curva de concentracdo). Os resultados foram expressos em
mol/L.

O célculo foi realizado conforme formula abaixo e esses valores aplicados no
programa GraphPad Prisma verséo 6.0.

Nivel de MDA total na amostra = 221,14 x Abs da amostra — 0,5128

4.5.3 Dano oxidativo a proteinas

O teste de dano oxidativo de proteinas foi realizado de acordo com uma adaptagédo na
metodologia descrita por inicialmente por Levine et al. (1990) e Lowry (1951), onde o dano
oxidativo a proteinas foi medido por quantificacdo dos grupos carbonilo com base na reacéo
com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) preparado em HCI 2,5 M (LEVINE et al., 1990). Para
o controle, 1 mL de HCI 2,5 M foi adicionado a 250 uL do homogenato de larvas nas
concentracdes letais de 50 e 90%. Para o teste, adicionou-se 1mL de DNPH a 250 pL do
homogenato. Os tubos foram incubados por 1 h protegidos da luz a temperatura ambiente, em
seguida foram agitados intermitentemente por 15 min. Adicionou-se 1,25 mL de TCA 20%
(peso/volume) e submeteu-se a banho de gelo por 10 min. Os tubos foram centrifugados a 3500
rpm por 20 min até obter um pellet. O sobrenadante foi descartado e submetido a uma segunda
lavagem com TCA 10% como descrito acima. Finalmente o precipitado foi lavado 3 vezes com
1 mL de etanol:acetato de etila (1:1, v/v) a fim de remover o DNPH e lipidios remanescentes.
O pellet de proteina final foi dissolvido em 500 uL de hidrocloreto de guanidina 6M e incubado
a 37°C por 10 min. Os materiais insoltveis foram removidos por centrifugacéo, o sobrenadante
foi lido em espectrofotémetro (T70 UV/VIS PG Instruments Ltda) a 370 nm e os resultados
foram expressos como nmol de teor carbonila, usando o coeficiente de absorcao (370 nm) de
22,000 Micm™. O teor de proteina foi determinado pelo método de Lowry usando BSA como
padrdao (LOWRY, 1951).
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O célculo foi realizado conforme formula abaixo e esses valores aplicados no
programa GraphPad Prisma verséo 6.0.
Teor de carbonila (M) = Abs da amostra x 22,000 M

Dosagem de proteina (mg) = 0,0144 x Abs da amostra + 0,178

Teor de carbonila(nmol)

mg proteina

4.6  Atividade Bioldgica para Xanthomonas citri subsp. citri

Devido a uma parceria formada, foi realizado adicionalmente o ensaio para atividade
contra Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), bactéria causadora do cancro citrico em plantas.
Os ensaios foram realizados no Departamento de Bioguimica e Microbiologia, Instituto de
Biociéncias, Unesp- Campus Rio Claro, sob a orientagdo do Prof. Dr. Henrique Ferreira.

4.6.1 Cultivo Bacteriano

Para o ensaio de susceptibilidade (item 4.6.2) foram empregadas a cepa 306
Xanthomonas citri subsp. citri (SILVA et al., 2002; SCHAAD et al., 2006). As células
bacterianas foram cultivadas a 30 °C, 200 rpm em meio agar NYG (peptona 5 g.L?, extrato de

levedura 3 g.L e glicerol 20 g.L ™).

4.6.2 Ensaio de susceptibilidade

A poténcia antibacteriana do extrato bruto FATO7 foi avaliada pelo ensaio de
microdiluicdo em caldo com revelagcdo fluorimétrica com resazurina, Resazurin Microtiter
Assay (REMA) (SILVA et al., 2002). Uma solugdo estoque (10 mg.mL™) do extrato liofilizado
foi preparado em 100 % de DMSO. Diluic6es seriadas da solucdo estoque foram adicionadas
em placa de 96 pocos contendo meio NYG, conduzindo a concentragdes finais de 100, 50, 25,
12,5 6,2, 3,1 e 1,6 uM. O indculo foi preparado pela dispersdo das células bacterianas 1 x 107
UFC.mL™. Uma aliquota de 10 pL da suspensdo celular foi distribuida nos pogos, conduzindo
a um inoculo final de 1x 10° UFC.mL. O meio de cultivo contendo as células bacterianas em
NYG foi utilizado como controle negativo. Canamicina (15,6 pg. mL™)e DMSO (1%) foram
utilizados como controles positivo e veiculo, respectivamente. As placas de 96 pocos foram
incubadas a 30 °C por 4 h. Apos esse periodo, uma aliquota de 15 pL. de uma solugao 0,01 de

resazurina foi adicionada em cada poco, sendo a mistura reacional incubada a 30 °C por 2 h.
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Células viaveis sdo capazes de reduzir a resazurina (cor azul) a resorufina (cor rosea), produto
que foi medido por fluorescéncia com excitacdo e emissdo a 530 e 590 nm, respectivamente.
Os valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato e canamicina foram
determinados como a concentracdo capaz de reduzir em 90% a viabilidade celular (CIMgo) € a
concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular (CIMsp), sendo expressos em uM.

Para investigar a atividade bactericida do extrato, uma aliquota de 10 pL de suspensdo
celular de cada poco, apds revelagdo com resazurina, foi adicionada em uma placa de meio agar
NYG e incubadas por 48 h. Apo6s incubagdo, o crescimento de coldnias foi observado,
determinando a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), expressa em uM (SILVA et al.,
2013).

4.7 Fracionamento do extrato bruto

O isolamento e purificagdo das substancias presentes no extrato FATO7 foram
realizados no Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos (UNESP- Campus Sao José do
Rio Preto), sob a orientacdo do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini.

O fracionamento do extrato FATO7 foi realizado utilizando 920 mg de extrato bruto,
diluido em pequena quantidade de DMSO, que foi separado por método cromatografico de
exclusdo molecular (LH-20, Sephadex®- Sigma-Aldrich), em coluna cromatografica com 155
cm de altura de Sephadex® e volume morto de 1,095 L de etanol como fase movel.

Tambeém foi realizada a separacdo de 1 g de extrato bruto (FATO7) por cromatografia
em fase normal (gel de silica), em coluna contendo 18 cm de gel de silica e volume morto
calculado em 353, 25 mL. Para ser aplicado na coluna, o extrato foi solubilizado em Acetato de
Etila e misturado junto a Celite 545 P.A (Synth ®). O extrato bruto foi fracionado por gradiente
de polaridade utilizando dois solventes: hexano e acetato de etila, na proporc¢éo 5:5; 3:7; 2:8.

Para verificar o perfil de cada fracdo obtida foram realizadas analises em CCD
utilizando os solventes hexano/acetato de etila na proporcéo 5:5, de acordo com o teste de fase.
Utilizou-se placas comerciais de silica gel 60 em fase normal (marca Macherey-Nagel: DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2ss) € as revelagdes foram obtidas por irradiagcdo
ultravioleta (254 e 365 nm) e revelador anisaldeido sulfurico. Os perfis semelhantes
visualizados com os reveladores tiveram suas fracdes reunidas. As fracGes puras foram

submetidas a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas.

4.8  Analises por Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas

As analises por Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas no Centro

Multiusuério de Inovacdo Biomolecular — Unesp, campus S&o José do Rio Preto, pelo técnico
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Féabio Rogério de Moraes. As fragdes puras (F-03, F-05 e F-07) (20 mg de cada amostra foram
diluidas em 500 pL de solvente deuterado(DMSO-d6, CDCl; e DMSO-d6, respectivamente)
em tubos de RMN de 5 mm) e foram analisadas em RMN da marca Bruker Bruker Avance I11
14,095 T (600 MHz), incluindo RMN de 1H, RMN de 13C, Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer (DEPT 135°), Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy
(1H-13C HSQC), Heteronuclear Multiple Bond Coherence (1H-13C HMBC), Correlation
Spectroscopy (1IH-1H COSY) e Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY). Nesses
experimentos ndo foi utilizado TMS, portanto os picos de referéncia eram dos préprios
solventes empregados nas analises. O software TopSpin 4.0.8 (Bruker ®) foi utilizado para a
aquisicdo dos dados e no processamento dos dados espectrométricos.

A espectrometria de massas das fragdes puras (1,0 mg) foi realizada no Instituto de
Quimica- Unesp Araraquara-SP pelo quimico Jodo Luiz Bronzel Junior. O equipamento
utilizado foi um Espectrometro de Massas de alta resolucdo Bruker Maxis Impact. A faixa de
aquisicao foi de m/z 50-1500. O software Data Analysis Schorcut 4.2 (Bruker Baltonik®) foi
utilizado para a aquisicdo dos dados e no processamento dos dados espectromeétricos. As
condicdes de analise foram: End Plate: -500 Volts; Capilaridade: 4500 Volts; Temp. do Gas:
180 °C; Fluxo de Gas: 4 L.min*; Pressdo de Gas Neb: 0,3 Bar; Gas: N.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencdo, identificacao da cepa e preparo de extrato bruto

Os 104 fungos endofiticos isolados e preservados da planta Passovia stelis pela aluna
Sarah Simdes da Silva passaram por processo de reativacdo, onde todos foram inoculados em
meio PDA para verificar o crescimento. Destes, apenas seis fungos cresceram no meio
selecionado e foram utilizados para a obtencédo dos extratos, dentre eles: FATO7(pertencente ao
género Xylaria sp.), CAT20(S/l), FAT46(Colletotrichum sp.), FAT49(Colletotrichum sp),
FAT50(S/1) e Ph(Phomopsis sp.), respectivamente representados nas Figura 5.
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Figura 5-Fungos reativados. A) FAT07; B) CAT20; C) FAT46; D) FAT49; E) FAT50; F) Ph

v -

Fonte: O autor (2019).
O rendimento dos extratos foram: FAT07(2600 mg), CAT20(390,2 mg), FAT46(1500
mg), FAT49(326,4 mg), FAT50(489 mg) e Ph(470 mg).

5.2 Teste in vitro em células: citotoxicidade e EROS

O método adotado para avaliar a citotoxicidade foi do Alamar Blue, que é um
indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Em células com proliferacédo o
Alamar Blue é reduzido. A forma oxidada é azul e ndo-fluorescente (indicando célula ndo
viavel) e a forma reduzida é rosea e fluorescente (indicando célula viavel).

Os extratos Ph, CAT 20, FAT 49, FAT 46, FAT 50 ndo apresentaram citotoxicidade
na concentracdo de 50 pg.mL™?, apds 24 e 48h, assim, ndo foram capazes de inibir 50% das
células. O extrato FAT 07 foi citotdxico em concentragdo inferior a 50ug.mL™? (FIGURA 6) e
foi capaz de inibir mais de 50% das células, quando comparado ao farmaco padrdo de morte

celular Doxorrubicina®, testado na concentragéo de 0.20 pg.mL™.
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Figura 6- Grafico de barras referente ao percentual de viabilidade celular dos extratos Ph ( fungo do género
Phomopsis sp.), CAT20 (fungo sem identificacdo isolado do caule de P. stelis), FAT49(fungo do género
Colletotrichum sp. isolado das folhas de P. stelis), FAT46(fungo do género Colletotrichum sp. isolado das folhas
de P. stelis), FAT50(fungo sem identificacdo isolado das folhas de P. stelis) e FATO7 (fungo do género Xylaria
sp. isolado das folhas de P. stelis), em fibroblastos de pulm&o humano, linhagem MRC-5, apés 24 ,48 e 72 h de
exposicdo. Os dados estdo representados como CI50 (p < 0,05)
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Fonte: GraphPad Prisma verséo 5.0.

Dos seis extratos fungicos usados para estes testes, apenas um (FATQ7) exibiu valores
menores de viabilidade celular concomitante com producéo de espécies reativas de oxigénio,
como pode ser observado na Figura 6 e Figura 7, sendo este selecionado e testado frente as
larvas de Ae. aegypti. No entanto, para se tirar a davida se a citotoxicidade interferia na
atividade larvicida, o extrato FAT46 também foi selecionado para teste larvicida. Dessa forma,
0s extratos selecionados no teste in vitro foram FATO7 e FAT46. O extrato FATO7 foi
selecionado pelo fato de que as células MRC-5 quando submetidas a este extrato apresentaram
menor viabilidade celular (32%) ap0s os periodos de exposicao de 72h, comparando com 0s
valores de viabilidade dos demais extratos testados (FIGURA 6). O extrato FAT46 foi escolhido
para servir de comparativo para o extrato FATO7 e confirmar se o teste de viabilidade celular
influenciaria na atividade larvicida do extrato.

A hipétese adotada para selecionar o extrato foi a de que extratos que apresentam
citotoxicidade frente as celulas normais (MRC-5) juntamente com a producdo de EROS,
apresentariam melhor atividade larvicida, pois se causam danos as células provavelmente
também causariam danos as larvas. Isso foi confirmado no caso do extrato FAT46 (FIGURA
6), onde a viabilidade celular apresentada por este extrato foi acima de 80%, e nos testes frente

as larvas de Ae. aegypti ndo apresentou atividade. O extrato FATO7, que havia apresentado
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menor viabilidade celular, ou seja, maior citotocicidade a célula MRC-5 apresentou uma
atividade larvicida satisfatoria.

Abordagens semelhantes foram adotadas em estudos anteriores, com uma prévia
avaliagdo de citotoxicidade in vitro, a fim de selecionar extratos com melhor atividade contra
0 parasita Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax (LIMA et al. , 2015). O que pode
corroborar a estratégia utilizada nesse trabalho, visto que, também foram utilizados testes de
citotoxicidade e producéo de EROS in vitro a fim de selecionar extratos para o teste bioldgico.

A partir dos resultados obtidos de EROS (FIGURA 7), constatou-se que todos 0s
extratos testados produzem espécies reativas de oxigénio com bom percentual comparado ao
Paclitaxel® (farmaco padrdo gerador de dano oxidativo). Observou-se que nos primeiros 30
min de exposicdo o0s extratos tiveram o mesmo resultado médio de producdo de EROS que o
Paclitaxel®p 256 mg.mL?, enquanto que nos tempos de 1h e 3 h de exposi¢do houve uma maior
producdo de EROS pelo Paclitaxel® do que nos demais extratos, possivelmente devido a este
farmaco ser uma substancia isolada, enquanto que os extratos ainda se encontram em sua forma
bruta.

Observou-se ainda que nos tempos iniciais (30 min e 1h), houve uma menor producéo
de EROS tanto pelos extratos como pelo farmaco padréo, e no tempo de 3h teve um aumento
significativo de producdo de EROS. Isso pode ter acontecido pelo fato de que as enzimas
antioxidantes sdo produzidas nos tempos iniciais pos-exposicao a agentes oxidantes, mas com
0 passar do tempo, uma vez que nao sao mais produzidas estas enzimas, ocorre uma diminuicao
de sua atividade, aumentando os niveis de EROS (ALMEIDA, 2016).

Sabendo que o Paclitaxel ®, farmaco usado como padrdo de morte celular por dano
oxidativo, que possui 0 nome comercial de Taxol®, foi obtido inicialmente da planta medicinal
Taxus brevifolia. O primeiro fungo descoberto como produtor desse composto foi Taxomyces
andreanae, um endofito isolado da Taxus brevifolia, atualmente ja foram descobertas novas
espécies sintetizadoras dessa substancia (CALDERANI; ORLANDELLI; PAMPHILE, 2016).
Dessa forma, evidencia-se a atividade de fungos endofiticos na producéo de espécies reativas

de oxigénio.
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Figura 7- Grafico de barras referente ao percentual de producdo de EROS pelos extratos Ph ( fungo do género
Phomopsis sp.), CAT20 (fungo sem identificacdo isolado do caule de P. stelis), FAT49(fungo do género
Colletotrichum sp. isolado das folhas de P. stelis), FAT46(fungo do género Colletotrichum sp. isolado das folhas
de P. stelis), FAT50(fungo sem identificacdo isolado das folhas de P. stelis) e FATO7 (fungo do género Xylaria
sp. isolado das folhas de P. stelis), em fibroblastos de pulm&o humano, linhagem MRC-5.
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Fonte: GraphPad Prisma versdo 5.0

Ha muitos métodos para mensurar a producdo de radicais livres nas células. As
técnicas mais utilizadas séo as de sondas fluorescentes e quimiluminescentes permeaveis as
células, como por exemplo o diacetato de 2'-7'-diclorohidrofluoresceina (DCFH-DA) que €
capaz de medir diretamente o estado redox de uma célula. Essa técnica tem diversas vantagens
em relacdo a outras técnicas desenvolvidas, pois possui baixa complexidade, é extremamente
sensivel a alteragcdes no estado redox de uma célula, possui baixo custo e pode ser usada para
acompanhar as mudancas no EROS ao longo do tempo (ERUSLANOV;
KUSMARTSEV,2010), por esse motivo foi escolhida esta técnica para mensurar a producéo
de radicais livres dos extratos brutos.

Como o extrato FATO7 foi citotoxico com concentragdo inferior a 50 pg.mL? e
também apresentou menor producdo de EROS que os demais extratos, resolveu-se realizar a
curva de concentracdo deste extrato para avaliar a producdo de EROS nas demais concentracdes
(FIGURA 8). Analisando o grafico, observou-se que o extrato apresentou uma melhor producao
de EROS na concentracdo de 1,56 pg.mL™ do que nas outras concentracdes. Na concentracdo
de 1,56 ng.mL* a producdo de EROS ndo teve diferenca significativa a 95% de confianca
quando comparada ao Paclitaxel® e ao Perdxido de hidrogénio (p<0,0001), apresentando um

valor igual a 129%, enquanto o H20- foi igual 113% e o Paclitaxel® 127%.
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Figura 8- Grafico de barras referente a curva de concentracdo de produgdo de EROS do extrato FATO7 (fungo do
género Xylaria sp. isolado das folhas de P. stelis) frente a fibroblastos de pulmdo humano, linhagem MRC-5
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Fonte: GraphPad Prisma verséo 5.0.

5.3 Teste larvicida: bioensaio seletivo e de dose

Os resultados dos bioensaios seletivos com os extratos FAT 46 e FAT 07 frente a
larvas de Ae. aegypti estdo representados na Tabela 1. Dos 2 extratos testados seletivamente
para detectar a citotoxicidade considerando mortalidade acima de 50%, somente o FATO7
mostrou atividade larvicida. Os resultados mostram100% de mortalidade para o extrato FATO7

apos 48 h de aplicacdo na concentracdao de 500 ppm.

Tabela 1-Resultados dos bioensaios seletivos com extratos FATO7 e FAT46 contra Ae. aegypti

Aedes aegypti
Extratos Concentragéo (ppm) Mortalidade(%0)

24 h 48h 72h

500 77 23 0

250 3 10 23

FAT 07 125 0 0 0

62,5 0 0 0

31,25 0 0 0

500 13 20 6

250 3 0 0

FAT46 125 3 3 3
62,5 0 0 0

31,25 0 0 0

Controle DMSO 0 0 0

Fonte: O autor (2019).
Nota: Nos testes foram utilizadas 10 larvas por copo em triplicata; Controles: DMSO a 1 %.
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No teste larvicida de dose para o extrato FATO7 frente as larvas de Ae. aegypti foi
detectado atividade larvicida em 24 h de exposi¢do nas concentractes 400, 375, 350 e 325 ppm
(TABELA 2). Apos 48 h de exposicdo apresentou também mortalidade satisfatoria (superior a
50%) na concentracdo de 300 ppm, sendo que na concentracdo de 275 ppm a mortalidade foi
inferior a 50%, ndo apresentando mortalidade consideravel (TABELA 2). Em 72 h de
exposicdo a concentragdo de 275 ppm também apresentou uma mortalidade satisfatoria com
percentual superior a 50% (TABELA 2). O grupo controle ndo apresentou mortalidade em todos
0s tempos de exposicao (24 h, 48 h e 72h).

Tabela 2- Resultados dos bioensaios de dose com extratos FATO7 contra larvas de Ae. aegypti submetidas a
diferentes concentragdes

Aedes aegypti
Extratos Concentracdo N Mortalidade(%0)
(ppm) (amostral) 24h 48h 72h
400 100 91 5 0
375 100 80 9 2
350 100 69 17 0
FAT 07 325 100 61 13 3
300 100 49 25 2
275 100 35 13 7
Controle DMSO 100 0 0 0

Fonte: O autor (2019).
Nota: Os testes foram realizados em quintuplicata com 10 larvas por copo; Controles: DMSO a 1 %.

Considerando os valores de mortalidade nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72 h, 0
tempo em que ocorreu maior mortalidade para o extrato FATO7, foi em 24 h nas concentragdes
de 325, 350, 375 e 400 ppm, apresentando percentuais de mortalidade respectivamente de 61%,
69%, 80% e 91% (TABELA 2), demonstrando assim atividade larvicida contra as larvas de Ae.
aegypti.

Por conseguinte, ao realizar a analise de Probit no programa POLO PC® (LeOra
Software Berkeley, CA), pode-se determinar o valor da CLso para o extrato FAT 07 igual a
264,456 ppm e o valor da CLgo igual a 364,307 ppm, com um nivel de significancia de 95%.
Estes resultados podem ser observados na Tabela 3.

O teste paramétrico (x*) demonstrou que néo existe diferenca significativa entre as
duas doses (CLso e CLago), pois as duas concentracdes causam mortalidade nas larvas, ou seja,
como esperado, na concentracéo referente a CLso causara 50% de mortalidade das larvas e na

concentracéo referente a CLgo causard 90% de mortalidade nas larvas.
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Tabela 3- Valores de CLso e CLgo do extrato FATO7 contra larvas de Ae.aegypti ap6s 72 h de aplicacao

CLso(ppm)  CLoo(ppm)

Concentracéo Mortalidade ) . Equacéo de 2e
Extratos (ppm)? (%) + SD I(_IE:(iJISC IEIE:(S; p regressio X
400 96,7 +0,0
375
250 B3=LT 364,307 y=
FATO7 822+23 264,456 (350,9- 17.315+9212¢ e
325 778+23 (245,835- 384,617) i
300 767426 277,284)
275 53,3+4,6
0 0,0+0,0

Fonte: O autor (2019).
Nota:  N&o foi observado mortalidade no controle negativo (DMSO).
@ Concentragdo em ppm.
® SD = Desvio padrio
¢ CLso = Concentracdo letal que mata 50% das larvas.
4 CLgo = Concentracdo letal que mata 90% das larvas.
LCL = limite inferior com 95% de confianga.
LCU = limite superior com 95% de confianca.

¢x%= Chi-square.
f

n.s = ndo significativo (o= 0.05) (Significa que os dados se ajustam ao programa, nao sendo necessario
ajustes).

Diante desses resultados corrobora-se que o extrato FATO7 oriundo do fungo
endofitico Xylaria sp. pode ser uma fonte alternativa de controle larvicida contra Ae. aegypti,
visto que, a partir de estudos anteriores, os fungos endofiticos apresentam-se como potenciais
produtores de produtos quimicos bioativos (ZHAO et al., 2011), em especial o género Xylaria,
que abrange varias espécies de fungos presentes nas plantas.

As espécies endofiticas de Xylaria produzem uma grande variedade de metabolitos
com diferentes estruturas quimicas, como citocalasinas, terpendides, alcaloides, cumarinas e
benzoquinonas; com varias atividades bioldgicas como fitotdxica, antifngicos, antimalaricos
e antibacterianos, entre outros (SANCHEZ-ORTIZ et al., 2016).

Um exemplo recente de extratos com atividade larvicida oriundos de fungo endofitico
foi o isolamento de dibenzo-a-pironas do extrato de Hyalodendriella sp. Ponipodefl2, um
fungo endofitico de Populus deltoides, as quais foram testadas quanto a sua atividade larvicida
contra larvas de quarto instar de Ae. aegypti e 0s compostos mostraram atividade com valores
de CLso= 156,89 ug.mL* (MAO et al., 2017). Além do isolamento de espirobisnaftalenos do
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fungo endofitico Berkleasmium sp. Dzf12, que mostrou atividade larvicida contra o Aedes
albopictus (MAO et al., 2014).

Bucker et al. (2013) ao realizar bioensaios in vitro para averiguar a atividade larvicida
de extratos brutos do fungo endofitico Pestalotiopsis virgulata contra Ae. aegypti detectou uma
melhor atividade larvicida dos extratos produzidos a base de acetato de etila, apresentando uma
CLso = 101,8 ppm.

Outro relato recente é que os fungos endofiticos Phomopsis liquidambaris estirpe SA1
(SAAgNPs) que também mostrou uma inibi¢do de 100% do crescimento larval contra larvas de
segundo e quarto instar de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus na concentracdo de 10 ppm
(SEETHARAMAN et al., 2018).

Abutaha et al. (2015) avaliou extratos brutos do fungico endofitico Cochliobolus
spicifer isolado da tamareira (P. dactilifera), contra larvas de Aedes caspius Pallas e larvas de
Culex pipiens Linnaeus, e através de testes histologicos, detectou mudangas no sistema
digestivo das larvas de terceiro instar apds ser submetidas aos extratos. Os dados mostraram
também que C. spicifer interferiu no ciclo de desenvolvimento da larva, e teve seu efeito toxico
mais forte (com 100% de mortalidade) em concentracdes de 300 ppm. E ao tratar as larvas de
terceiro instar de Ae. caspius e Culex Pipiens com a substancia isolada desse extrato, mostrou
destruicdo celular e desorganizacéo, espacamento celular e vacuolizagédo do epitélio células em
pequenas regides do intestino medio.

Diante desse estudo, se consolida a hipdtese de que o extrato FATO7 é uma boa
alternativa para o controle larvicida de Ae. aegypti, ja que o extrato causou mortalidade de 90%
das larvas nas concentracdes entre 350,9 ppm e 384,617 ppm (TABELA 3), e mortalidade de
50% em concentracOes entre 245,835 e 277,284 ppm, 0 que segundo as consideracdes de
Biicker et al. (2013), extratos que apresentaram CLso menor que 500 ppm em cada ensaio sdo
considerados com atividade larvicida satisfatorias. E ao se isolar as substancias presentes neste
extrato, supbe-se que a dose necessaria para 0 mesmo percentual de mortalidade das larvas sera

reduzida.

54 Dano oxidativo em larvas de Ae. aegypti submetidas ao extrato FATO07 nas

concentrac0es letais de 50% e 90%.

Os resultados das analises de peroxidacéo lipidica sdo mostrados na Figura 9, em que
apresentam elevados niveis de MDA nas larvas submetidas a CLgo em comparacdo com o
controle (larvas maceradas ndo submetidas ao extrato), e esses valores podem estar ligados a

efeitos citotoxicos do extrato como pela formagdo de radicais livres e espécies reativas de
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oxigénio durante sua biotransformacdo, causando dano a membranas bioldgicas (MOROA et
al., 2012), o que pode ser corroborado com os testes de citoxicicidade dos extratos em células
MRC-5, onde o extrato FATO7 (o qual as larvas foram submetidas) apresentou citoxicicidade
as células e menor viabilidade celular (FIGURAG), como também apresentou producdo de
espécies reativas de oxigénio (FIGURA 7). Na Figura 9, observa-se ainda que as larvas que
correspondem ao controle, embora ndo terem sido submetidas ao extrato causador de dano
oxidativo nas larvas, apresentaram niveis de MDA, e isto pode ser pelo fato de que as larvas
foram maceradas vivas e passaram por um estresse até a morte, sendo que, todo processo de
morte acarreta em um dano.

Esses resultados passsaram por analise estatistica, em que os niveis de MDA foi
significativo (p <0,0001) na CLgo (concentragdo letal responsavel em matar 90% das larvas) em
comparacgdo com controle (larvas maceradas ndo submetidas ao extrato) com niveis de MDA
quase duas vezes mais alto (24,7 umol/L) em relacao ao controle (12,5 umol/L), enquanto que
larvas submetidas a CLso (larvas submetidas a concentragéo letal responsavel em matar 50%
das larvas), ndo tiveram diferenca significativa quando relacionadas ao controle, com um limite

de confianca de 95%.

Figura 9- Gréafico de barras referente ao resultado da peroxidacao lipidica das larvas submetidas a dose letal 50
(DL50), dose letal 90 (DL90) e larvas submetidas somente ao DMSO 1% (controle). Os dados foram expressos
em niveis de MDA nas amostras
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Fonte: GraphPad Prisma versdo 5.0

A peroxidacdo lipidica constitui uma reacdo em cadeia dos &cidos gordos
polinsaturados das membranas celulares, gerando radicais livres que alteram a permeabilidade,
fluidez e integridade das mesmas. Apesar da geracdo de radicais livres constituir um processo
continuo e fisioldgico, a producdo excessiva pode conduzir a lesdes oxidativas (BARBOSA et

al., 2010).
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Em relacdo a oxidacdo de proteinas (FIGURA 10), o teor de carbonila das larvas
submetidas a CLgo foi de 14,6278 x10 nmol carbonila/ mg proteina, ja das larvas submetidas
a CLso foi de 4,2893 x10° nmol carbonila/ mg proteina, enquanto que as larvas ndo submetidas
ao extrato foi de 2,4491 x10° nmol carbonila/ mg proteina. Estes dados indicam que houve
dano nas proteinas das larvas submetidas a CLso e CLoo do que as larvas ndo submetidas a
nenhum extrato, sendo que o maior dano (producédo de carbonila) foi em larvas submetidas a
CL90(364,307 ppm), uma vez que, quando as proteinas passam por processo oxidativo, ocorre
a formacdo de derivados de proteinas ou fragmentos de peptideos contendo grupos carbonila
(STADMAN; LEVINE, 2003), que indicam o dano celular (YOVANA, 2012).

Os resultados para dano oxidativo em proteinas também passsaram por analise
estatistica, em o0s niveis de carbonila, assim como o dano lipidico, foram significativos
(p<0,0001) nas larvas submetidas a CLgo (14,6278 x107 nmol carbonila/ mg proteina) quando
comparados ao controle (2,4491 x10 nmol carbonila/ mg proteina), e as larvas submetidas a
CLso (4,2893 x10° nmol carbonila/ mg proteina) também apresentaram diferenca significativa
quando comparada ao controle (p<0,0018), com um limite de confianca de 95% (FIGURA 10).

Figura 10- Gréfico de barras referente ao resultado da peroxidacdo protéica das larvas submetidas a dose letal 50
(DL50), dose letal 90 (DL90) e larvas submetidas somente ao DMSO 1% (controle). Os dados foram expressos
em nM de carbonila/mg de proteina.
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Fonte: GraphPad Prisma verséo 5.0.
Considerando que a presenca de grupos carbonila nas proteinas reflete dano celular, o

método usado para quantificar os grupos carbonila nas larvas de Ae. aegypti indica que houve
uma reacdo direta das proteinas com as EROS (STADMAN; LEVINE, 2003).

Os resultados obtidos de dano a lipidios e proteinas das larvas quando submetidas a
extrato de fungo endofitico, apesar de ainda ndo ter sido relatado na literatura, podem ser
corroborados com o estudo de Ahmed(2012), que focou principalmente na peroxidagéo lipidica

e oxidagdo protéica, como importantes biomarcadores de colapso celular apds infec¢do por
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microrganismo em larvas e mosquitos adultos de Aedes caspius. Neste estudo, larvas e
mosquitos adultos de Aedes caspius infectados com Btk (Bacillus thuringiensis kurstaki)
acarretaram na elevagdo de ERQOS, resultando em estresse oxidativo. E ainda segundo Ahmed
(2012), esse estresse oxidativo juntamente com a citotoxicidade, levaram ao dano na membrana
lipidica, disfungdo mitocondrial, além de morte celular.

No estudo de Zhang et al. (2019), foi mostrado que uma substancia com atividade
larvicida(a-terthienil) na concentrago de 0,27 mg.L ™, induziu um aumento nos niveis de EROS
mitocondriais das larvas de Ae. aegypti. Este aumento de EROS levou a uma disfuncéo
mitocondrial, danos a organelas e promoveu aceleracdo de morte celular das larvas submetidas
a o-terthienil.

Diante dos resultados e comparagdes com os estudos anteriores, supde-se que as larvas
ao serem submetidas ao extrato FATO7, morrem por peroxidacdo lipidica e oxidacdo a
proteinas, com danos possiveis também a membrana celular, mitocéndrias e organelas.
Todavia, para se afirmar com certeza que houveram danos nessas areas sera necessario realizar

microscopia eletronica.

5.5  Atividade Biologica para Xanthomonas citri subsp. citri

O teste biologico com o extrato bruto FATO7 contra Xcc mostrou atividade de
Concentragdo Inibitéria Minima de 50% (CIMso) de 21,22 pg.mL™, Concentracdo Inibitdria
Minima de 90% (ClMgo) de 9,58 ug.mL* e Concentracdo Bactericida Minima (MBC) de 100%.

Dados disponiveis na Tabela 4.

Tabela 4- Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM) (ug.mL*) Xanthomonas citri
subsp. citri

Substancia ClIMsg ClMg MBC
Extrato FATO7 21,22 9,58 100
Controle positivo 32 15,6 100

(Canamicina)
Fonte: O autor (2020).

A atividade bactericida contra Xcc do fungo endofitico Xylaria sp. é algo novo, pois

até o momento nao houve relatos na literatura sobre a atividade bactericida de fungos do género
Xylaria sp. contra essa bactéria. No entanto, os resultados de atividade bactericida do extrato,
oriundo de fungos do género Xylaria sp. podem ser corroborados, pois ja foram relatadas
atividades antibacterianas contra uma bactéria gram-positiva, Bacillus subtilis (UPMC 1175) e
duas bactérias gram-negativas, Escherichia coli (ATCC E266) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), com a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (MBC) variando de 0,5 a 2 mg. mL™* (HAMZAH et al., 2018).
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A bactéria Xcc corresponde a uma bactéria gram-negativa, responsavel em causar
doencas em Varias espécies vegetais economicamente importantes como: arroz, frutas citricas,
mandioca, tomate, feijdo, maracuja, cana-de-agucar, banana (MARIN et al., 2019). A doenca
causa feridas amarronzadas acastanhadas, frequentemente cercadas por uma auréola amarela
devido a uma reducéo geral da pigmentacdo em todas as partes da planta, incluindo as folhas e
os frutos. Dessa forma, os frutos infectados perdem tanto a qualidade, devido a extensdo das
lesBes, quanto a produtividade, devido a queda prematura dos frutos (CABREJOS et al., 2019).

Atualmente o controle dessa bactéria ocorre pelo uso de espécies ou variedades menos
suscetiveis, eliminacdo de plantas afetadas ou adicdo de componentes quimicos a base de cobre
(hidréxido de cobre ou oxicloreto de cobre) (MARIN et al., 2019). No entanto, ja foram
relatadas casos de resisténcia bacteriana (BEHLAU et al., 2013; RICHARD et al., 2017) devido
a exposicdo repetida e prolongada ao cobre. Além disso, altos niveis de cobre no solo podem
reduzir a fertilidade e causar estresse em plantas (NAZARE, 2019).

Os antibidticos penicilina G, ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina e
ciprofloxacina (FIGURA 11) foram avaliados contra Xcc, obtendo-se valores de concentragdo
inibitéria minima (CIM) na faixa de 0,0015 a 16 pg mL™, sendo a penicilina G a mais potente
(GHOLAMI et al., 2018; NAZARE, 2019).

Figura 11- Antibidticos avaliados contra Xanthomonas citri subsp. citri e seus valores de concentracdo inibitéria
minima (CIM).
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Fonte: Nazaré (2019).
Comparando o resultado de atividade inibitéria do extrato de Xylaria sp. com a

atividade inibitdria do oxicloreto de cobre, na concentragdo de 35 pg.mL™?, obtido no estudo de

Cavalca (2018), cujas concentracdes inibitdrias para 90% e 50% da populagdo bacteriana foram
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respectivamente de 40ug.mL? e 30ug.mL™? (CAVALCA, 2018), corrobora-se que o extrato
possui atividade visivelmente maior que o do oxicloreto de cobre, uma vez que as concentragoes
inibitorias para 90% e 50% de Xcc foram respectivamente de 9,58 pg.mL2e 21,22 pg.mL™.
Apresentando também poder antibacteriano maior, quando comparado ao do antibi6tico
estreptomicina utilizado para controle de Xcc (FIGURA14), que apresentou valor de CIM de
16 pg.mL? (GHOLAMI et al., 2018; NAZARE, 2019). Ao fazer a comparagdo do extrato
FATO7 com o controle positivo (FIGURA 11) também pode-se confirmar que o extrato possuia
uma atividade consideravel.

Para testar se o extrato tinha atividade bacteriostatica ou bactericida, tentou-se
propagar as celulas no agar NY G apds os tratamentos. Como resultado, ndo foi possivel detectar
o0 crescimento celular ap6s o tratamento com o extrato nas concentragdes contidas da Tabela 4,
nas quais o REMA indicou 100% de inibicdo; portanto, conclui-se que o extrato do fungo
Xylaria sp. eliminou a viabilidade bacteriana.

Dessa forma, a atividade obtida é de extrema relevancia, ja que as alternativas
utilizadas atualmente estdo sendo ineficientes para combater bactérias Xcc (MARIN et al.,
2019). Assim, bactericidas de origem flngica podem ser considerados uma alternativa
promissora, e possuem muitas vantagens em termos de sustentabilidade, modo de acdo e
toxicidade em comparacdo com pesticidas quimicos, uma vez que, se decompdem mais
rapidamente no ambiente e geralmente sdo menos tdxicos (TANVIR; SAJID, 2014).

5.6 Fracionamento do extrato bruto

No processo de fracionamento por coluna Sephadex foram obtidas 31 fracdes de 25
mL (Fr-01 a Fr-31), das quais somente a fracdo 18-20 (F-01) se mostrou pura (FIGURA 12).

Figura 12- Demonstrativo de separacdo de substancias presente no extrato bruto FATO7 e da purificagdo das
fracOes 18-20 e fraches 21-27

Fonte: O autor (2019).
No processo de fracionamento por coluna de silica foram obtidas 86 fracdes de 25 mL,

das quais foi possivel obter trés fragdes puras (Massas obtidas na TABELA 5): fragdes 9-18 (F-
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03), 69-76 (F-05) e 77-86 (F-07), que foram submetidas a RMN e espectrometria de massas
para identificacdo (FIGURA 13).

Devido ao fato das fracbes F-01 e F-07 terem apresentado perfil semelhante quando
realizado a CCD (FIGURA 12 e FIGURA 13), foi realizado a analise de RMN apenas da fracdo
F-07.

Figura 13- Fracg@es obtidas a partir da purificacdo de 1g de extrato bruto FATO7 por Coluna Cromatografica de
Silica

Fonte: O autor (2019).
Tabela 5-Massas das fragdes puras obtidas pelo fracionamento do extrato fingico

Fracbes  Massas obtidas

F-01 212 mg
F-03 270 mg
F-05 212 mg
F-07 374 mg

Fonte: O autor (2020)

As substancias puras isoladas (TABELA 5) do extrato bruto ndo foram submetidas

novamente a teste larvicida devido ao baixo rendimento apds o fracionamento.

5.7  Perfil Quimico das Frag6es obtidas por RMN e Massas

Analisando os espectros de RMN H das fracdes F-03 (FIGURA 14) e F-07 (FIGURA
15), observa-se picos na regido de 61 2,5 ppm que é caracteristico do solvente utilizado para
solubilizar as amostras F-03 e F-07 (DMSO-d6), como também um singleto alto e agudo na
regido de on 3,5 ppm, que é proveniente da agua presente nesse solvente.

Ao analisar o espectro de RMN H da fracdo F-05 (FIGURA 16), observa-se a
presenca de diversos sinais na regido de 6n 4- 5,0 ppm, sendo um deles um singleto largo,
caracteristico de hidrogénio do grupo amino (FIGURA 16). Além de dupletos e duplos dupletos
na regido de on 4,0-7,0 ppm que sdo caracteristicos de hidrogénios de anéis aromaticos, pois
sdo mais desblindado devido aos efeitos anisotropicos e de inducdo (PAVIA et al.,2009). Na
fracdo F-05 (FIGURA 16) o singleto em 7.26 ppm, é caracteristico de cloroférmio ndo-

deuterado residual presente no CDCls utilizado no preparo da amostra para analise.
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Figura 14- Espectro de RMN de 1H fracdo F-03(DMSO-d6) em 600 MHz
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Figura 15-Espectro de RMN de 1H fracdo F-07(DMSO-d6) em 600 MHz
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Figura 16- Espectro de RMN de 1H fragdo F-05(CDCI3) em 600 MHz
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Ao analisar o espectro DEPT-135 da fragdo F-03 (FIGURA 17), F-05 (FIGURA 18) e
F-07 (FIGURA 19), observa-se a presenca de picos positivos, que sdo caracteristicos de grupos
metila (CHz) e metina (CH), e picos negativos que sdo caracteristicos de grupos metileno (CH2)

(PAVIA et al.,2009).
Figura 17- Espectro de RMN DEPT-135 fracdo F-03(DMSO-d6) em 600 MHz

F-03 - DMSO-d6

129.492
115.239
114123
113.439
58.430

—149.895

—146.519

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
f1 (ppm)

Fonte: MestRENOVA verséo 6.0 ®.
Figura 18- Espectro de RMN DEPT-135 fracdo F-05(CDCI3) em 600 MHz
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Figura 19- Espectro de RMN DEPT-135 frag
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Os espectros de massas obtidos das fragdes F-03, F-05 e F-07 encontram-se
representados respectivamente nas Figuras 20, 21 e 22 e 0s seus dados estdo sendo analisados

a fim de identificar e caracterizar as substancias isoladas.



Figura 20-Espectro de massas fracdo F-03
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Figura 21-Espectro de massas fracdo F-05
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Figura 22-Espectro de massas fracdo F-07
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que dos extratos testados frente as larvas de Ae. Aegypti, somente o extrato
FATO7 apresentou atividade larvicida com CLso igual a 264,456 ppm e CLgo igual a 364,307
ppm. Resultado promissor, quando comparado aos resultados de outros extratos citados na
literatura, e ao larvicida sintético temephos®, ja que produtos oriundos de fontes bioldgicas séo
mais vantajosos em comparagdo com produtos quimicos em termos de sustentabilidade, modo
de acdo e toxicidade.

Os testes preliminares in vitro com 0s seis extratos para avaliar a citotoxicidade e
producdo de EROS foram adequados, pois com essa triagem, foram selecionados apenas dois
extratos FATO7 e FAT46. Além disso, supde-se que 0 mecanismo de morte das larvas ao serem
submetidas ao extrato FATO7 ocorreram por dano oxidativo a proteinas e lipidios. Vale
ressaltar, que o dano oxidativo submetido por fungos endofiticos em larvas de Ae. aegypti, ainda
ndo foi relatado na literatura, tendo apenas dados com plantas, algas e bacterias.

Quanto a metodologia utilizada para mensurar o dano oxidativo em larvas, foi
necessaria uma adaptacdo na metodologia original, ja que a mesma néo se adequou as analises
propostas, requerendo uma exaustiva sequéncia de procedimentos para extrair as proteinas e
lipidios das larvas, definindo concentracdes e tempos de centrifugacdo do homogenato, sendo
necessario varias repeticdes dos testes até que a metodologia estivesse padronizada e pronta
para ser utilizada.

Ao realizar o teste bioldgico contra Xanthomonas citri subsp. citri constatou-se que o
extrato tem atividade promissora frente a bactéria com ClMg igual a 9,58 pg.mL™* e ClMsg
igual a 21,22 ng.mL, sendo considerado um dado relevante para estudos posteriores.

Conclui-se também, que a partir das analises quimicas foi possivel o isolamento de 3
substancias puras e, com base na analise preliminar dos espectros de RMN-'H, DEPT-135 e
espectros de massas, corrobora-se que as fracdes do extrato do fungo endofitico Xylaria sp.
apresentam uma quimiodiversidade evidenciada e que podem ser substancias diferentes uma
das outras. No entanto, isso s6 podera ser afirmado quando a caracterizacdo dessas substancias

for completa.
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