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RESUMO: Os fungos sdo bem conhecidos por serem produtores de metabdlitos secundarios bioativos.
Entre os fungos filamentosos, os endofiticos sdo 0 grupo mais produtivo quimicamente. Segundo varios
pesquisadores eles tém uma producdo de metabolitos secundarios superior a outros fungos. Fungos
endofiticos sdo microrganismos que vivem no interior dos tecidos de plantas como simbiontes
mutualisticos sem causar danos ou doencas, e vém sendo considerados como uma nova e promissora
fonte de compostos bioativos que podem ter acdo contra células tumorais, virus, bactérias, protozoarios,
helmintos e contra outros fungos. A planta Catharanthus roseus, também conhecida como vinca-de-
madagascar, € uma espécie que pertencente a familia Apocynaceae. E nativa da ilha de Madagascar e
amplamente cultivada no mundo. A planta contém varios alcaloides, incluindo a vincristina e a
vinblastina, que sdo usados no tratamento de cancer. Vérios alcaloides, inicialmente, isolados de plantas
foram posteriormente isolados de fungos endofiticos, indicando que esses fungos podem,
eventualmente, ser os verdadeiros produtores de metabdlitos isolados de plantas, evidencias que tém
maultiplas consequéncias do ponto de vista cientifico e tecnoldgico. Este projeto objetiva o isolamento e
cultivo de fungos endofiticos da planta Catharanthus roseus, para obtencdo de extratos que serdo
avaliados quanto a presenca de alcaloides e atividade antibioticas.
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ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED FROM THE PLANT CATHARANTHUS ROSEUS:
A PROMISING SOURCE OF BIOACTIVE METABOLITES

ABSTRACT: Fungi are well known for being producers of bioactive secondary metabolites. Among
filamentous fungi, endophytic fungi are the most chemically productive group. According to several
researchers, they have a higher production of secondary metabolites compared to other fungi.
Endophytic fungi are microorganisms that live within the tissues of plants as mutualistic symbionts
without causing harm or disease, and they have been considered a new and promising source of bioactive
compounds that may act against tumor cells, viruses, bacteria, protozoa, helminths, and other fungi. The
plant Catharanthus roseus, also known as Madagascar periwinkle, is a species belonging to the
Apocynaceae family. It is native to the island of Madagascar and widely cultivated around the world.
The plant contains several alkaloids, including vincristine and vinblastine, which are used in cancer
treatment. Several alkaloids initially isolated from plants have subsequently been isolated from
endophytic fungi, indicating that these fungi may eventually be the true producers of metabolites isolated
from plants, evidence that has multiple implications from both scientific and technological perspectives.
This project aims to isolate and cultivate endophytic fungi from the plant Catharanthus roseus to obtain
extracts that will be evaluated for the presence of alkaloids and antibiotic activity.
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INTRODUCAO

Os fungos endofiticos tém atraido grande interesse biotecnoldgico desde os anos 1990 (Zhang
et al., 2006). Suas interagcBes com plantas podem ser simbidticas ou tréficas (Souza et al., 2004). Nas
interacbes mutualisticas, os fungos endofiticos podem produzir metabdlitos que podem conferir
vantagens adaptativas a planta hospedeira (Rodrigues e Dias Filho, 1996; Peixoto Neto et al., 2002).

Esses fungos sdo considerados potenciais produtores de metabdlitos bioativos inicialmente
isolados de plantas. Por exemplo, o paclitaxel, isolado da Taxus brevifolia, foi posteriormente
identificado em extratos do fungo endofitico Taxomyces andreanea (Stierle e Strobel, 1993). Da mesma
forma, os alcaloides vincristina e vimblastina, isolados da planta Catharanthus roseus em 1958, também
foram detectados no fungo Talaromyces radicus (Palem et al., 2015). Esses achados indicam que
endofitos podem ser uma alternativa sustentavel para a producdo desses compostos, preservando a
biodiversidade vegetal.

A planta Catharanthus roseus, também conhecida como vinca, é nativa de Madagascar e
amplamente distribuida no Brasil (Flora do Brasil, 2020). Ela produz diversos alcaloides com
propriedades medicinais, como vincristina e vimblastina, produzidos nas folhas e usados no tratamento
do céancer (Valente et al., 2022), além de compostos com atividade anti-hipertensiva produzidos nas
raizes (Mishra et al., 2001; Santos et al., 2009). Ao todo, mais de 130 alcaloides ja foram isolados dessa
planta (Wang et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi o isolamento de fungos endofiticos potencialmente produtores
de alcaloides e de compostos com atividade antimicrobiana, a partir de folhas, caules e raizes da planta
Cantharathus roseus.

MATERIAL E METODOS

Amostras de caule, folha e raiz da planta Catharanthus roseus foram coletadas, para a realiza¢do
dos testes. O material coletado foi esterilizado superficialmente pela seguinte sequéncia: Imersdo em
etanol 70% por 1 min, solugdo de 0,5% de hipoclorito de sddio por 2 minutos e trés banhos sucessivos
em agua destilada estéril (3 min/cada). Apos a esterilizagdo, o material vegetal foi cortado em pedagos
menores e colocado em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram deixadas em uma estufa
bacterioldgica a 28°C, até a formacdo de colonias. A medida que foi observado crescimento, os
microrganismos foram inoculados em placas contendo 0 mesmo meio e submetidos a repiques
sucessivos, a fim de garantir a pureza do isolado.

Apds o crescimento das col6nias - dos organismos ja puros - foi retirado 5 discos contendo 6 mm
de didmetro e inoculados em 100 ml de meio ISP-2 modificado contendo a seguinte composicdo em
gramas/litro: Extrato de levedura (4,0), Extrato de malte (10,0), Amido (5,0). Os meios liquidos foram
incubados por um periodo de 21 dias a 28°C. Apos este periodo o meio foi filtrado e realizado um
processo de extracdo dos alcaloides.

O filtrado foi acidificado até pH 1 ou 2, utilizando-se uma solucéao de acido cloridrico 1 M. Apds
a acidificacdo a amostra foi colocada em um funil de separacéo e foi realizada uma parti¢do liquido-
liquido com hexano para retirada de ceras e gorduras. A fracdo aquosa acidificada livre de interferentes
lipofilicos foi submetida a uma nova particdo com acetato de etila, para a retirada dos extratos de média
polaridade. A fracdo acetato de etila foi guardada e evaporada. A fragdo aquosa foi alcalinizada até pH
9 ou 10, utilizando-se uma solugdo de hidroxido de aménio. O meio, ja alcalinizado, foi colocado em
um funil de separagéo e particionado com igual volume de acetato de etila, para a retirada dos alcaloides.
A fracdo acetato foi novamente coletada e evaporada. O extrato seco foi pesado e utilizado para testes
de deteccdo de alcaloides, bem como testes de atividade antimicrobiana em organismos pré-
selecionados.

Apos serem pesados, os extratos foram solubilizados em 5 ml de Metanol e aliquotas contendo
10, 20 e 50 pg/ml foram utilizadas para umedecer discos de papel de 6 mm de diametro. Os discos foram
transferidos para placas contendo o microrganismo teste, seguida de incubacéo a 30°C, por 24 a 48
horas. Os halos de inibigdo foram medidos no final do procedimento.
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Por fim, foi realizado o teste para a deteccdo da presenca de alcaloides. Para tal, os extratos foram
novamente suspensos em 2 mL de Metanol, sendo, em seguida, transferidos para tubos de ensaio.
Posteriormente, adicionou-se o reagente de Dragendorff para a identificacdo dos alcaloides.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer do presente estudo, inicialmente foram obtidas 50 linhagens, distribuidas entre
caule, folha e raiz. No entanto, ao longo do processo de isolamento, resultaram apenas 35 linhagens
puras, sendo 9 provenientes do caule, 9 da folha e 17 da raiz. E possivel que os compostos produzidos
pela planta atuem no controle da populacdo de microrganismos nas folhas e nos caules e em menor
escala nas raizes, uma vez que as quantidades de microrganismos isolados nas raizes foram muito
superiores. Segundo Mishra, et al (2001) e Santos et al., (2009) a planta Cantharathus roseus possui
producdo diferencial de compostos nas folhas e raizes.

A reducdo significativa no nimero de linhagens deveu-se a fatores diversos, dentre os quais se
destacam as contaminagfes ocorridas. O processo de purificacdo envolve o repique sucessivo dos
isolados e neste processo € normal a ocorréncia de perda de linhagens.

Dentre as 35 linhagens flngicas isoladas, foram selecionadas 23 para a inoculacdo em meio
ISP-2 modificado, visando a subsequente avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos.

O acetato de etila foi empregado tanto na extracdo dos extratos de média polaridade quanto na
extragdo dos alcaloides.

Vale ressaltar que, embora o0 objetivo principal do projeto seja a extracao e realizagdo de testes
com alcaloides, tomamos a decisdo de isolar também os extratos de média polaridade, como exposto
anteriormente. Esta escolha ndo se deu por acaso; os extratos de média polaridade possuem um potencial
significativo que pode se revelar de grande relevancia para estudos e testes futuros.

Tal procedimento, de acidificagdo do meio para a extracdo dos extratos de média polaridade e
posterior basificacdo para a extracdo dos alcaloides, € justificado pelas propriedades quimicas distintas
dessas substancias. Em um meio acido, os alcaloides que sdo compostos nitrogenados geralmente
béasicos, se encontram na forma de sais, que sdo mais sollveis na fase aquosa, assim pode-se extrair
outros compostos, de média e baixa polaridade, no acetado de etila, mantendo-se os alcaloides na fase
aquosa. A basificacdo, do meio, promove a conversdo dos alcaloides para a forma de bases livres,
tornando-0s menos polares e, portanto, mais sollveis em solventes organicos apolares ou de baixa
polaridade, como o acetato de etila. Esse processo facilita a extracdo, eficiente, de fragcdes contendo
apenas alcaloides.
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FIGURA 1. Conversdo dos alcaloides da forma de sal para a forma de base livre.

Abaixo encontram-se os resultados obtidos ao fim das particdes e posterior secagem e pesagem
dos extratos.

TABELA 1. Relagdo massa e quantidade de extrato

Peso (mQ) Quantidade de extrato
Extratos de média Extratos com alcaloides
polaridade
Dela?20 12 20
De 21a30 4 2
De 31a40 3 0
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De 41a50 0 1

Total 19 23

A partir da anélise dos dados, verificou-se que, dos 42 extratos avaliados, a maioria (32 extratos)
apresentou massas variando entre 1 e 20 mg. A baixa massa dos extratos pode ser explicada devido a
uma pratica comum, na area de produtos naturais, que € o cultivo dos fungos em um volume reduzido
de meio para testes e avaliagdes preliminares. A partir de resultados positivos, procede-se ao cultivo em
maior escala, permitindo a obtencdo de maiores quantidades de extrato. Dentre os 32 extratos, 20 eram
provenientes das fracdes obtidas pela metodologia de extracdo de alcaloides, enquanto 12 eram de
fragdes que foram obtidas pela metodologia de extracdo de compostos com média polaridade. Entre os
extratos com massas superiores a 20 mg, apenas trés eram das fragdes alcaloidicas, enquanto sete eram
de fracBes de compostos de polaridade média. Esses resultados refletem a maior diversidade de
compostos de polaridade média em relagéo aos alcaloides.

Apos a pesagem, foram selecionados 6 fungos para a realizacdo da avaliacdo da atividade
antimicrobiana, sendo eles: C4-diclorometano; C16-acetato B; F1l-acetato 2; F13A-diclorometano;
R13-acetato B; e R18B-acetato B. Além disso, foram usados dois organismos teste, sendo uma bactéria
(Acidovorax sp.) e um fungo (Sclerotium rolfsii).

N&o obtivemos resultados com o teste utilizando a bactéria Acidovorax sp. Os experimentos
foram repetidos por 3 vezes, seguindo a metodologia proposta, porém néo foi observado o crescimento
das bactérias, como ndo havia mais tempo para realizagdo de novos experimentos ndo foi possivel avaliar
a atividade dos extratos sobre este microrganismo. Por outro lado, obtivemos sucesso no crescimento
do fungo Sclerotium rolfsii porém ndo observou-se inibi¢cdo nas concentracdes testadas. Mediante o
resultado, novas avaliagdes experimentais serdo conduzidas, a fim de aprofundar a investigagao e obter
dados complementares que possam elucidar o comportamento em diferentes condi¢es.

FIGURAS 2 e 3. Placa contendo a bactéria (R13-acetado B) e placa contendo o fungo (C4 dicloro).

Por fim, foi realizada a avaliacdo da presenca de alcaloides. Foram testados os seguintes
extratos: C9-diclorometano, C4-diclorometano e R33B2-diclorometano, 0s quais apresentaram
ocorréncia positiva, ou seja, turvacdo ou precipitacdo das amostras, evidenciando a presenca de
alcaloides; e os extratos F2E acetato B, F13A diclorometano, R18-A acetato B, R18B acetato B e C10B
diclorometano que n&o apresentaram qualquer indicio de alcaloides. Para fins de comparagédo, optou-se
por utilizar dois tubos de ensaio, um contendo apenas Metanol (a esquerda) e outro contendo o extrato
(a direita).

FIGURAS 4 e 5. Sem presenca de alcaloide (F2E-acetado B); com presenca de alcaloide (R33B2
diclorometano).
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A andlise dos resultados obtidos ao longo do experimento revelou uma possivel relacéo entre a
massa dos extratos testados e a presenca de alcaloides. Os dados indicam que 0s extratos que exibiram
resultado positivo para a presenca de alcaloides apresentaram massas variando entre 5,9 e 16,1 mg. Por
outro lado, os extratos que nao revelaram qualquer alcaloide possuiam massas consideravelmente
menores, entre 1,4 e 3 mg. Essa diferenca sugere que a quantidade de material disponivel para o teste
pode ter influenciado a detec¢do destes compostos nas amostras, afinal, é possivel que uma menor
quantidade de extrato tenha limitada a concentracéo de alcaloides a niveis indetectaveis pelo reagente
utilizado, o que reforga a necessidade de experimentos adicionais.

A baixa massa dos extratos é justificada pelo cultivo, dos fungos, em volumes limitados de meio
de cultura durante as fases preliminares de avaliacdo, 0 que reduziu a quantidade das amostras; outro
fator que impactou nesse resultado foi a prioridade dada a uma parceria firmada com a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), na gqual foi enviado amostras de todos os extratos obtidos, a fim de
realizar testes avangados, como a citotoxicidade em células de cancer e analises por LC-MS/MS
(Espectrometria de Massas).

CONCLUSOES

A parte da planta da qual obteve-se a maior quantidade de microrganismos foram as raizes. Os
extratos que foram obtidos com as maiores massas correspondem a fragdo acetato acidificado que sdo
0s compostos de baixa a média polaridade. J& as fracbes contendo alcaloides apresentaram menores
massas. N&o foi possivel avaliar a atividade dos extratos frente a bactéria Acidovorax sp. Os extratos,
nas concentragdes de 10, 20 e 50 pug nao apresentaram atividade contra o fungo Sclerotium rolfsii. Com
relacdo a presenca de alcaloides foi possivel detectar a presencga destes compostos nas fragdes que
apresentavam massas acima de 5,9 mg.
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