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Resumo

A pesquisa dos fungos endofiticos, principalmente os presentes em espécies tropicais, é
um campo promissor na descoberta de novos produtos farmacos. Ndo havendo estudos a
respeito da microbiota endofitica de Virola venosa a pesquisa em questdo contribuiu
para a sociedade com novas informacfes a respeito desta espécie. Este trabalho tem
como objetivo principal avaliar o potencial antioxidante de fungos endofiticos isolados
de Virola venosa e dos extratos vegetais da hospedeira. Também foram realizados o
isolamento e identificacdo de fungos endofiticos de vérias partes de V. venosa. Nos
ensaios de atividade antioxidante foram obtidos resultados representativos nos extratos
brutos de caule e folha, utilizando o radical livie DPPH, sendo que o extrato bruto do
caule apresentou ICso igual a 55,9 pg/mL, e no ensaio de fendlicos totais a amostra
apresentou maior concentragdo de fenolicos (224,39 pg/mL) mostrando a relagdo
existente entre esta classe de substancias e a atividade antioxidante.
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Introducéo

A Familia Myristicaceae € amplamente distribuida nas regiGes tropicais e
subtropicais. Caracterizada, principalmente, por ser arvores medianas, e arvores de
dossel. Constituida por cerca de 8 géneros e 400 espécies, as Myristicaceas nas
Américas sdo representadas por cinco géneros endémicos, com aproximadamente 93
espécies. Virola é um dos géneros mais amplamente disperso (Rodrigues, 1980).

Acredita-se que a maioria dos metabolitos secundarios cumpre funcéo de defesa
da planta contra predadores e patdgenos, atuando como agentes alelopaticos, sendo que
os metabolitos sdo liberados para exercer efeitos sobre outras plantas e de atrair 0s
polinizadores.

Os metabolitos secundarios considerados importantes para o0 ser humano sdo 0s

terpendides, alcaldides, compostos nitrogenados derivados dos fenilpropandides e os
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compostos fenodlicos, considerando que estas classes funcionam como reguladores de
rotas biossintéticas especificas e outras como reguladores pleitropicos (Teixeira, 2007).

As plantas produzem substancias de interesse econdmico, provenientes de seu
metabolismo, mas contém também, fungos que produzem substancias importantes,
principalmente os decompositores dos componentes primarios da madeira.

Pertencentes ao reino Fungi, os fungos séo seres eucariotos, podendo ser
haploides, diploides ou polipldides; sdo altamente eficientes na degradacdo de uma
ampla variedade de substratos (Minami, 2003).

Dentre os fungos, sdo considerados endofiticos aqueles que habitam o interior
dos tecidos vegetais sem causar mal ao hospedeiro, ndo desenvolvem estruturas
externas, excluindo as bactérias nodulantes e fungos micorrizicos” € que podem ser

cultivaveis ou ndo (Azevedo e Araujo, 2006).

Material e Método

Diferentes partes do material vegetal (galhos, folhas e caule) de V. venosa foram
coletadas na regido urbana de Manaus no campus da Universidade Federal do

Amazonas — UFAM. Foram obtidos extratos hexanicos, de acetato de etila e
metandlicos através de extracdo a frio, e foram realizados o isolamento e caracterizagdo
de fungos endofiticos.

Apds a desinfeccdo, o material vegetal foi inoculado em placas de petri,
contendo meio de cultivo BDA. A partir da contagem das col6nias purificadas foi
obtida a diversidade de fungos, determinando-se, agrupamentos de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas.

A obtencdo dos metabdlitos ocorreu através da selecdo de 20% dos morfotipos
de cada grupo morfoldgico, do qual foram inoculados em meio liquido BDL, e em
seguida foram incubados em shaker, com agitacdo 120 rpm por 15 dias em 28°C. Os
sobrenadantes foram direcionados a extragdo em coluna SPE Cig, € com o micelio foi
realizada a extracdo com metanol apds 72h (Souza et al., 2004)

A atividade antioxidante dos extratos foram avaliados com base na captura de
radicais livres de DPPH. Inicialmente 200 uL de uma solucdo metandlica de DPPH 100
mM foram misturadas com 20 pL de extrato (ou padréo). Apos mistura, permaneceram
durante 30 minutos encubados na auséncia de luz (Moein et al., 2007). O ensaio foi

realizado em um leitor de microplacas ELX 800 no comprimento de onda de 490 nm.
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O ensaio de fendlicos totais foi realizado adicionando 0,750 mL de solucéo folin
ciacateau 2N (10x diluida) em 100 uL da amostra de extrato (1mg/mL) ou padréo, apos
5 minutos encubados, 0,750 mL de bicarbonato de sddio 60g/L ¢ adicionado a mistura,
depois de 90 minutos de encubacdo a leitura foi realizada em espectrofotbmetro de
UV/Vis a 725 nm. A curva analitica foi obtida utilizando o é&cido galico nas
concentragfes de 0.5, 0.25, 0.125, 0.625, 0.03125 mg/mL. Os resultados foram
expressos em pg/mL equivalentes de &cido gélico (Velioglo et al., 1998).

Resultados
Com a extracdo a frio, obteve-se o total de doze extratos vegetais brutos de
galhos verdes e maduros, folhas e caule, em hexano, acetato de etila e metanol. Foram
isolados 122 fungos endofiticos, porém apenas 105 foram agrupados e identificados

morfologicamente, gerando 16 grupos distintos (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos dos provaveis géneros de fungos

Grupos Numero de Caracteristicas morfolégicas Provavel género
isolados

G1 62 Caracteristica de Ascomycetes Phomopsis

G2 20 Caracteristica de mitosporicos Colletotrichum

G3 10 Coloragao preta como de ascos Ascomycetes Preto

G4 1 Coloragao castanha, micélio rasteiro

G5 1 Fungos mitospdrico, coloragdo marrom

G6 1 Caracteristica de Ascomycetes Ascomiceto Estomatico

G7 1 Caracteristica de Ascomycetes

G8 1 Caracteristica de Ascomycetes Xylaria

G9 1 Coloragdo cinza, micélio cotonoso

G10 1 Coloragdo esverdeada, Micélio cotonoso

G11 1 Coloracéo branca

G12 1 Caracteristica de Ascomycetes de coloracdo Ascomycetes

branca

G13 1 Levedura de coloracdo bege Levedura

Gl4 1 Levedura de coloracdo Rosa Levedura

G15 1 Levedura de coloracéo cinza Levedura

G16 1 Fungo colorido, Metabdlito rosa

Apos a obtencdo dos metabdlitos e extracdo destes em fase reversa Cig e do
micelio em extracdo com metanol, e doze extratos vegetais brutos, totalizando sessenta
e oito extratos, os quais foram submetidos ao teste de atividade antioxidante.

Através da AA%, pode-se perceber que para 0s sessenta e oito extratos testados,

apenas trés apresentaram uma relevante atividade antioxidante, sendo estes os extratos
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vegetais brutos, de folhas em metanol, caule em metanol e em acetato de etila. Os
valores do AA% destas amostras constam na Tabela 2. E os valores de ICso para 0s trés

selecionados e para o padréo, quercetina estéo listados na Tabela 3.

A amostra do extrato bruto do caule em acetato de etila apresentou menor ICsg
seguido das folhas e caule em metanol sendo 55.9, 75.1 e 75,15(ug/mL)

respectivamente. Quanto menor o ICsp maior € o potencial antioxidante da amostra.

Tabela 2- Capacidade de captura de radicais livres (AA%) dos extratos vegetais brutos
da V.venosa.

Atividade Antioxidante

Amostra Concentracao AA%
Img/ml 84,2

Caule MeOH
0,1mg/ml 72,1
0,01mg/ml 32,0
Img/ml 87,1

Folhas MeOH
0,1mg/ml 50,4
0,01mg/ml 30,5
1mg/ml 88,22

Caule AcOEt
0,1mg/ml 53,1
0,01mg/ml 30,3

Tabela 3- Valores de 1Csg dos extratos brutos de V. Venosa

1C50
Amostra (ug/mL)
Quercetina 14,77
Caule (AcOEY) 55,9
Folhas (MeOH) 75,1
Caule (MeOH) 75,15

Apesar do resultado promissor, as amostras dos extratos brutos apresentaram
potencial antioxidante quatro vezes menores que o padrdo utilizado, quercetina (ICso =

14,77 pg/mL). Os extratos com potencial antioxidante também apresentaram uma
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grande quantidade de fenolicos, principalmente, no extrato bruto de caule obtido em
acetato de etila (224,39 pg/mL). J& nos extratos que ndo apresentaram atividade
antioxidante no ensaio de DPPH ndo foram encontrados valores significativos
equivalentes de acido galico, o que confirma a relacao entre baixos valores de fendlicos

totais e o baixo potencial antioxidante.

Discussao

Os extratos de V.venosa € fonte de fungos endofiticos, essa espécie vegetal
mostrou-se hospedeira de um ndmero total consideravel de endofitos, levando em
consideracdo que muitas espécies de fungos ndo sdo cultivaveis e, portanto, o
isolamento expressa a frequéncia de fungos endofiticos cultivaveis e ndo o total de
fungos endofiticos presente na planta.

A auséncia de microrganismos epifiticos ou contaminantes na contra prova de
desinfeccdo superficial, corroboram com os resultados obtidos no isolamento. Sendo
que o namero significativo de enddéfitos encontrados em galhos, 50,82% pode estar
relacionado tanto com o modo que o endofitico penetra na planta, por transmissao
vertical ou horizontal, quanto com a existéncia de condi¢Ges favoraveis a permanéncia
ou crescimento do fungo em tecidos especificos.

E importante também lembrar que a etapa de desinfeccdo superficial deve ser
especifica para cada espécie vegetal e cada parte da planta, tendo em vista as diferencas
entre os tecidos de cada planta. Vale ressaltar que a diversidade dos fungos identificados
e seus provaveis géneros, caracterizaram estes endofitos para com esta hospedeira.

Os resultados dos testes de atividade antioxidante mostraram que o0s extratos de
micélio extracdo em metanol e dos sobrenadantes em extragcdo com Cig, néo
apresentaram nenhuma atividade significativa comparadas com o padrdo, 0 que
possivelmente que estes fungos ndo metabolizam substancias com potencial
antioxidante.

Enquanto que nos extratos que apresentaram atividade antioxidante pode-se
observar a relacdo entre atividade antioxidante e compostos fendlicos, a amostra do

caule apresentou o maior ICso (Ug/mL) e maior quantidade de fenolicos (ug/mL).

Conclusodes
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Mediante aos resultados apresentados foi possivel compreender que a espécie
Virola venosa € uma Otima hospedeira de fungos endofiticos, apresentando ampla
diversidade.

Com relacdo ao teste atividade antioxidantes no qual os extratos dos isolados
fangicos foram testados, estes demonstraram uma baixa capacidade de sequestrar
radicais livres, ou seja, nenhum dos extratos se destacou em relacdo a presenca de
compostos com atividade antioxidante.

Visto que os extratos promissores de atividade antioxidantes foram os extratos
os obtidos com solventes de alta e média polaridade que podem ter promovido a
extracdo de compostos fendlicos, sendo assim podemos relacionar que a atividade
antioxidante destes extratos esta intimamente ligada aos compostos fendlicos contidos

nestes extratos.
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