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RESUMO. A diversidade metabdlica e a adaptabilidade genética dos fungos endofiticos
torna-os uma fonte inesgotavel de produtos bioativos. Diversas sdo as vantagens da interacdo
endofitico-hospedeiro e os beneficios obtidos pela planta hospedeira resultante das interacGes
com os fungos endofiticos, tem motivado diversos estudos, especialmente sobre a producéo
de metabdlitos secundarios com diversas atividades farmacoldgicas, como anticancerigena,
antioxidante, antimicrobiana e antiviral. Os flavonodides sdo metabolitos secundarios
pertencentes a um grupo de substdncias naturais com estrutura fendlica variavel e que
desempenham um papel fundamental contra agentes oxidantes atuando também como agente
terapéutico em patologias, como o cancer, inflamacdo, processos alérgicos e outras. A
capacidade antioxidante destes compostos seria decorrente as suas propriedades sequestrante
de radicais livres e quelante de ions metalicos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o potencial de 2 fungos endofiticos isolados da cana-de-agUcar para a producdo de
flavonoides. Os fungos foram caracterizados morfologicamente através de microcultivo e,
através de triagem quimica nos sobrenadantes de cultura, foi detectada a presenca de
compostos com estrutura fendlica, sugestivo de flavonoides. Estes resultados indicam que os
metabolitos secundarios de micro-organismos endofiticos podem apresentar um amplo valor
de aplicacgdo biotecnoldgica.
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ABSTRACT. The metabolic diversity and the genetic adaptability of endophytic fungi make
them an inexhaustible source of bioactive products. Several advantages of endophytic
interaction and the benefits obtained by the host plant resulting from interactions with the
endophytic fungi, motivated many studies, especially on the production of secondary
metabolites with various pharmacological action such as antibiotic, antioxidant, antimicrobial
and antiviral activities. Flavonoids are secondary metabolites belonging to a group of natural
substances with a variable phenolic structure and which play a crucial role against oxidizing
agents acting as a therapeutic agent in pathologies, such as cancer, inflammation, allergic
process and other cases. The antioxidant capacity of these compounds would be stemming
from its sequestering properties of free radicals and chelation of metallic ions. The present
work aims to evaluate the potential of 2 endophytic fungi isolated from sugarcane, for the
production of flavonoids. The fungi were morphologically characterized by microcultivation
and the presence of compounds with phenolic structure, suggestive of flavonoids was detected
in the culture supernatants by chemical reaction. These results indicate that secondary
metabolites of endophytic microorganisms may present a high value of biotechnological
application.
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INTRODUCAO

A primeira descricdo de fungos endofiticos foi feita por Bary, em 1866, e eram vistos
como fungos que ndo produziam efeitos prejudiciais nem benéficos a suas plantas hospedeiras
(SANTOS et al, 2013).

Nas Ultimas décadas os cientistas comegaram a perceber que as plantas poderiam
servir como reservatorio de um numero muito grande de organismos conhecidos como
endofiticos (AZEVEDO, 2002).

A palavra endofitico se originou do grego (endon, no interior; phyton, planta) e o uso
deste termo é tdo amplo quanto sua definicdo literal. A denominagdo endofiticos
compreenderia principalmente fungos e bactérias (FELBER & PAMPHILE, 2013).

Os microrganismos endofiticos sdo seres que vivem no interior de plantas habitando
suas partes aéreas como os caules e folhas, sem causar, aparentemente, qualquer dano aos
seus hospedeiros. Eles distinguem-se dos patogénicos, que causam doencas nas plantas e dos
epifiticos que vivem na superficie dos vegetais (SANTOS et al, 2013).

Segundo Felber et al (2013), os endofiticos tiveram um papel crucial na adaptacéo e
selecdo de diferentes espécies vegetais e durante o processo evolutivo, sendo que a presenca
de alguns deles em determinadas plantas, permitiu que elas se desenvolvessem melhor e
fossem mais resistentes tanto a ataques de insetos, animais herbivoros e organismos
patogénicos, quanto a condigdes ambientais adversas, como baixa umidade e elevadas
temperaturas (MALAJOVICH, 2012).

Os fungos constituem um grupo de micro-organismos eucariéticos, uni ou
multicelulares, em geral, com parede celular e cujas estruturas reprodutivas apresentam uma
variedade de formas. S&o organismos que ndo possuem pigmentos fotossintetizantes, sendo
heterotréficos com nutricdo por absorcdo (AZEVEDO, 2002).

De acordo com Reis et al (2011), a identificacdo dos fungos é baseada quase que
exclusivamente em sua morfologia tanto macro como  microscopicamente;
macroscopicamente, os fungos podem apresentar varios tipos morfoldgicos com col6nias
filamentosas, cotonosas, pulverulentas, ou no caso de leveduras, as colonias séo cremosas e
com os mais diversos tipos de pigmentos (MAUTONE, 2008).

A unidade estrutural dos fungos é representada pela hifa e o conjunto desses elementos
¢ denominado micélio. O miceélio pode ser diferenciado em vegetativo, quando exerce as
funcdes de assimilagdo de alimentos e fixacdo em substratos e micélio de frutificacdo que
serve a reproducdo dos fungos (TORTORA et al, 2012).

Sua reproducdo € realizada pelas vias de dispersdo, como o ar atmosférico e através
dos ventos dos quais os fungos sdo espalhados no meio ambiente. Quando encontram um
substrato com nutrientes adequados, crescem e colonizam (BORGES, 2008).

De acordo com Reis et al (2011), a morfologia do micélio vegetativo se apresenta de
trés tipos: unicelular, sdo células arredondadas, que podem se reproduzir por brotamento;
filamentoso ou bolor, que pode apresentar hifas com ou sem septos; e o pseudofilamentoso,
que em determinadas condi¢cbes formam, por brotamentos sucessivos, uma estrutura
filamentosa conhecida com o nome de pseudomicélio (AZEVEDO, 2002; MALAJOVICH,
2012). O micélio vegetativo se diferencia em estruturas de reproducéo caracterizadas pela formacéo
de esporos que cumprem as fungdes de disseminacdo da espécie. Os esporos, de acordo com sua
origem, podem ser assexuados ou sexuados e tanto um com outro, podem estar ou ndo dentro de
determinadas estruturas (REIS et al, 2011).

Os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos definidos por sua
ocorréncia assintomatica dentro dos tecidos vegetais. Ocorrem em todo o territério terrestre,
nas comunidades naturais e antropicas, colonizando plantas no Artico, Antartica, solos
geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues e florestas costeiras (CUZZI et
al, 2011).
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Em quase todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias,
estudadas até o momento, foram encontradas bactérias e fungos endofiticos. Normalmente,
centenas de espécies de endofiticos podem ser isoladas de uma Unica espécie vegetal, sendo
que pelo menos um é especifico ao hospedeiro (CHAPLA, 2014).

Segundo Azevedo (2002), existe cerca de 300 mil espécies de plantas em nosso
planeta, em todas as plantas estudadas até o0 momento tem sido detectado microrganismos
endofiticos. Dentre as vantagens da interacdo endofitico-hospedeiro estd o fato do micro-
organismo se beneficiar com protecdo, alimentacao e transmissao na planta, enquanto esta se
favorece da promogdo de crescimento, reproducdo e resisténcia as alteracbes do ambiente
causado por fatores bioticos (insetos, herbivoros, nematdides parasitas e microrganismos
fitopatogénicos) ou abidticos (pH, temperatura, estresse hidrico, ventos fortes, salinidade,
entre outros) (MAUTONE, 2008).

Os beneficios obtidos pela planta hospedeira resultante das interagdes com 0s
endofiticos tém sido foco de diversos estudos, inclusive sobre a producdo de metabdlitos
secundarios que possuem propriedades de interesse (AZEVEDO, 2002).

A cana-de-agucar, Saccharum officinarum, € uma planta da familia das gramineas
originaria do sudeste asidtico. Seu cultivo ocorre principalmente em paises tropicais e
subtropicais para a obtencdo de acgucar, alcool e aguardente, devido ao alto teor de sacarose
contido em seu caule. Os subprodutos gerados pela cana-de-agucar também sdo utilizados no
setor industrial, como a vinhaca para a producéo de fertilizantes, e o0 bagaco para a geracao de
energia elétrica (ALMEIDA, 2006).

Segundo ALMEIDA (2006), o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-aglcar e
0 seu cultivo concentra-se na regido sudeste, principalmente no interior paulista. A cana ocupa
cerca de 8 milhdes de hectares e apresenta duas safras anuais, 0 que garante a producdo de
acucar e etanol para os mercados interno e externo.

Estudos sobre a composicdo quimica da cana-de-aclcar indicam que as folhas séo
potenciais marcadores sistematicos de flavonas (VILA, 2006).

Plantas medicinais ou com propriedades terapéuticas estdo sendo cada vez mais
investigadas a partir de pressupostos de sua interagdo com microrganismos endofiticos os
quais tem apresentado diversos beneficios como produtores de antibidticos e outros
metabolitos secundarios de interesse farmacologico (SANTOS et al, 2013).

Os metabdlitos secundarios produzidos por endofiticos podem ser idénticos ou
semelhantes aos sintetizados por suas plantas hospedeiras. Estes metabdlitos variam de
classes, que incluem policetideos, derivados de chiquimato, derivados de isocumarina,
compostos alifaticos, flavonoides, acidos fendlicos, quinonas, tetralonas, xantonas, lactonas,
lignanas, terpendides, esterdides, alcaldides e peptideos (SILVA, 2014).

Segundo Mautone (2008), devido aos metabdlitos secundarios de endofiticos
possuirem diversas atividades bioldgicas, varios pesquisadores tém trabalhado com esta
tematica, havendo um aumento de publicacbes de artigos cientificos nos Gltimos anos, com
énfase em metabdlitos secundarios de fungos endofiticos, com atividades bioldgicas, podem
ser encontradas atividades anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana e antiviral, sugerindo
haver uma transposicdo de genes entre as plantas e os fungos em uma verdadeira engenharia
genética in vivo (ORLANDELLI et al, 2011).

Os fungos, além de produzirem uma ampla diversidade de compostos quimicos, sdo
também bastante utilizados em processos de biotransformacao, pela humanidade por milhares
de anos (MARTINS, 2009).

O conhecimento da biodiversidade e a bioprospecc¢do de microrganismos tornaram-se
um dos principais focos da era biotecnoldgica. A diversidade metabolica e a adaptabilidade
genética dos microrganismos permitiu seu uso como fonte inesgotavel de produtos bioativos
utilizados em processos biotecnologicos (CHAPLA, 2014).
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Uma aplicacdo biotecnoldgica de relevante importancia é a producdo de metabdlitos
naturais derivados de microrganismos que apresentam atividade bioldgica diversa como
antiparasiticida, antimicrobiana, antiviral, inseticida, entre outras (MALAJOVICH, 2012).

Os flavondides a pertencem uma classe de metabolitos secundarios, de um grupo de
substancias naturais com estrutura fendlica variavel, constituidos de polifendlicos
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e do acetato, sendo precursores de varios
grupos de substancias como aminoacidos alifaticos, terpendides e acidos graxos; constituindo-
se em pigmentos naturais presentes nos vegetais que desempenham um papel fundamental na
protecdo contra agentes oxidantes, e também atuam como agentes terapéuticos contra o cancer
(BEHLING & SENDAO, 2004; SILVA et al, 2015).

Os flavondides participam de importantes fun¢des no crescimento, desenvolvimento e
na defesa dos vegetais contra 0 ataque de patdgenos e estdo presentes na maioria das plantas,
concentrados em sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores (DORNAS et al, 2007)
(Figura 1). Os mesmos nao podem ser sintetizados pelo organismo, sendo representativos da
parte ndo energética da dieta humana sendo obtidos através da ingestdo de alimentos que os
contenham ou através de suplementos nutricionais (SILVA et al, 2015).

Os flavonoides sdo componentes de baixo peso molecular, com estrutura base C6-C3-
C6 (dois anéis fenil — A e B — ligados através de um anel pirano — C) (Figura 1), (SILVA et
al, 2015).
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+

Figura 1- Representacdo da estrutura basica dos flavonoides (SILVA et al, 2015).

Os flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendo subdividos nas principais
classes de: flavonas, flavonois, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas,
leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (SILVA et al, 2015).

Apigenina e luteolina, sdo considerados flavonas livres (agliconas) ou conjugadas
(heterosideos). Sdo as flavonas mais abundantes encontradas nas plantas. Os flavon6is mais
encontrados em vegetais sdo canferol, quercetina e miricetina. Os flavonoides também sdo
compostos sollveis em agua e instaveis em altas temperaturas; as antocianinas sao compostos
bioativos e que possuem capacidade antioxidante e varios efeitos farmacoldgicos (DORNAS
et al, 2007).

Sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades sequestrantes de radicais livres
e por quelar ions metalicos, protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidagédo
lipidica, ou seja, a propriedade antioxidante seria direcionada sobre o radical hidroxil (OH) e
0 anion superoxido (O2), que sdo espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da
peroxidacao lipidica (BEHLING & SENDAO, 2004).

A capacidade antioxidante de compostos fenolicos seria determinada por sua estrutura,
em particular por hidroxilas que podem doar elétrons e suportar como resultado a
deslocalizacdo em torno do sistema aromatico. Outro determinante estrutural importante € a
capacidade antioxidante de flavonoéides atribuidas as hidroxilas em C4 e C3, que atuaria no

72



aumento do potencial antioxidante (DORNAS et al, 2007). A miricetina é o flavondide que
mais apresenta um carater antioxidante mais efetivo, seguida da quercitina (SILVA et al,
2015).

A atividade antioxidante de um flavonoide €, entdo, determinada pelo anel B,
enquanto que o restante da estrutura base tem apenas uma pequena influéncia, isto acontece
por causa de uma maior capacidade elétron doadora deste anel. O arranjo espacial dos
substituintes presentes na molécula, também se torna um fator que contribui para a atividade
antioxidante destes componentes, ou seja, o fator que determina o carater antioxidante de um
dado flavondide sera a estabilidade redox do radical formado a partir do flavonoide original
(BEHLING & SENDAO, 2004; SILVA et al, 2015).

Os flavondides estdo entre os antioxidantes mais ativos e em maior nimero dentre 0s
compostos fendlicos (BEHLING & SENDAO, 2004). O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial de dois fungos endofiticos isolados da cana-de-agUcar para a producdo de
flavondides.

METODOLOGIA
In6culo de Fungos Endofiticos

Dois fungos endofiticos que foram isolados de folhas de cana-de-agucar coletadas no
interior do Estado de S&o Paulo, na Regido Metropolitana de Campinas (latitude 220 —
48.57685’, longitude 0470 — 06.91544’, altitude 603 m, coordenadas - lat/lon — WG 584), que
estdo preservados e armazenados do Laboratdrio de Pesquisas em Microbiologia Aplicada da
Universidade Sdo Francisco, Braganca Paulista, Sdo Paulo, foram utilizados para este
trabalho.

Apds o crescimento em agar potato dextrose, os fungos foram inoculados em 150 mL
de caldo Batata e incubados sob agitacdo e sem agitacdo, a 27 °C por 120 h. A cultura foi
centrifugada por 30 min e o sobrenadante foi filtrado por membranas 0,45 um e 0,20 um, para
analise dos flavondides (MALAJOVICH, 2011).

Microcultivo

Para o microcultivo utilizou-se o meio agar potato dextrose. O fungo foi cultivado em
camara Umida, a temperatura ambiente por 48 h. A esporulacdo foi inativada e o fungo foi
fixado com 1 mL de formol e corado com lactofenol-algoddo (CORREA, 2003).

Teste de Triagem Quimica

O teste de triagem quimica realizado nos sobrenadantes de cultura foi adaptado da
farmacognosia para indicagdo de flavondides, sendo que foi realizada uma reagdo com cloreto
férrico (SIMOES et al, 2017).

Na reagdo com cloreto férrico; foram colocados em um tubo, 5 mL do filtrado e
adicionado, pelas paredes do tubo, uma gota de cloreto férrico a 2%. A formacéo de coloracao
esverdeada nesta reacdo indica um resultado positivo, enquanto que a formacdo de uma
colorago acastanhada indica um resultado negativo (SIMOES et al, 2017).

O meio de cultura caldo batata, sem o fungo foi submetido as mesmas condigdes e foi
utilizado como controle, para fins comparativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

In6culo de Fungos Endofiticos
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Ap6s o descongelamento e reativacdo dos isolados em &gar potato dextrose, foi
possivel observar o aspecto macroscopico dos fungos (Figura 2) e confirmar a pureza dos
fungos endofiticos preservados no Laboratorio e que, com base em sua coloracdo, foram
denominados Rose e D.Verde. Para a pesquisa dos flavonoides os fungos foram cultivados em
caldo batata (Figura 3).

Figura 2- Aspecto macroscopico de colénia dos fungos endofitico: Direita: D. Verde.;
Esquerda: Rose, fotografias tiradas no Laboratério de Pesquisas em Microbiologia Aplicada
da Universidade S&o Francisco (Fonte: Préprio autor).

:
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Figura 3- Cultivo do fungo endofitico em meio liquido: Direita: cultura do fungo D. Verde;
Esquerda: cultura do fungo Rose, fotografia tirada no Laboratério de Pesquisas em
Microbiologia Aplicada da Universidade Sdo Francisco (Fonte: Prdprio autor).

Microcultivo

O aspecto microscépico dos fungos foi observado ap6s o microcultivo. Como
esperado, os fungos desenvolveram as hifas e os conidios, sendo que tanto o fungo Rose
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(Figura 4), assim como o fungo D.Verde (Figura 5) formaram hifas septadas. Estas
caracteristicas morfoldgicas e microscopicas dos fungos filamentosos, ap6s microcultivo sdo
importantes para a identificacdo da espécie e confirmacao de sua pureza.

Figura 4- Aspecto microscopico do Fungo endofitico Rose, fotografia tirada no Laboratorio
de Pesquisas em Microbiologia Aplicada da Universidade Séo Francisco (Fonte: Proprio

autor).

Figura 5- Aspecto microscopico do Fungo endofitico D. Verde, fotografia tirada no
Laboratdrio de Pesquisas em Microbiologia Aplicada da Universidade Sao Francisco (Fonte:

Proprio autor).

Testes De Triagem Quimica
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Na reacdo com o cloreto férrico, os sobrenadantes de cultura dos fungos Rose e D.
Verde apresentaram coloracao esverdeada, indicando resultados positivos, portanto, sugerindo
a presenca de flavonoides. A reacdo foi negativa para o controle (meio de cultura, sem o
fungo). (Tabela 1). A cultura em aerobiose (sob agitacdo) apresentou uma coloragédo
esverdeada mais intensa, indicando maior producgéo de flavonoides, nesta condicéo.

A producdo de metabdlitos secundarios pertencentes ao grupo dos compostos
fendlicos pode indicar a presenca de flavonas e isoflavonas, sendo que as flavonas tém
demonstrado potencial antioxidante (SILVA et al, 2015).

Tabela 1- Reacdo com Cloreto Férrico nos sobrenadantes de cultura com os fungos
endofiticos Rose e D. Verde

Amostra Condicao de cultivo Reacao
Parada -
Controle Sob agitacéo -
Parada +
R s
Sobrenadante (Rose) Sob Agitacio oy
Parada +
D.V s
Sobrenadante ( erde) Sob Agitacio oy

(Fonte: Préprio autor). Legenda: (-) negativo; (+) positivo.

Os flavonoides sdo compostos triciclicos possuindo dois anéis aromaticos, um
grupamento pirona, e também possuem grupamentos de hidroxila. Sdo compostos de origem
natural do grupo dos metabolitos secundarios, até entdo, abundantes no Reino Vegetal. Os
flavondides auxiliam na absorcdo de vitamina C, podem ter acdo anti-inflamatdria, mas sua
acao mais importante é a de antioxidante (BESSA et al, 2014).

Segundo SILVA et al (2014), por causa dos metabdlitos secundarios produzidos por
endofiticos possuirem diversas atividades biologicas, varios pesquisadores tém dado grande
énfase a essas pesquisas, pois dentre diversas atividades bioldgicas, podem ser encontradas
atividades anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana e antiviral.

De acordo com WANG et al. (2011), um metabdlito secundario chamado de
beauvericina, produzido e isolado de um microrganismo endofitico Fusarium oxysporum, da
planta Cinnamomum kanehirae teve agdo contra células lesionadas PC-3, PANC-1, e A549,
sugerindo uma atividade anticancerigena.

Sob estresse, 0 organismo humano produz diversas espécies reativas de oxigénio,
como radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio, essas substancias sdo produzidas em maior
quantidade do que substancias antioxidantes. As substancias antioxidantes combatem doencgas
como Alzheimer, doencas cardiovasculares, e o envelhecimento (SILVA et al, 2015).

Segundo VILA (2006), metabodlitos secundarios extraidos da cana-de-agUcar sdo
sintetizados a partir de intermediarios do metabolismo priméario do carbono. Sob condicGes de
estresse, a sintese aumentada de flavondides esta relacionada a protecdo das estruturas
celulares contra danos oxidativos (ALMEIDA, 2006).

O metabolismo da cana-de-acUcar possui grande complexidade e poucos estudos
foram realizados até o momento visando a caracterizacdo de metabolitos secundarios
produzidos por seus fungos endofiticos.

Fungos endofiticos podem ser encontrados em todas as espécies de plantas, sendo que
em cada planta pode se hospedar um ou mais micro-organismos com a capacidade de produzir
compostos bioativos, 0 que os tornam promissores fontes de metabdlitos secundarios com
diversas atividades farmacologicas.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou concluir que os fungos endofiticos
isolados da cana-de agUcar mostraram resultados positivos para a producdo de metabolitos
secundérios, como os flavonoides.

Estes resultados indicam que o0s metabolitos secundarios de microrganismos
endofiticos podem apresentar um amplo valor de aplicagcdo biotecnoldgica. Uma vez
confirmada a producéo destes principios ativos e avaliada a sua aplicacdo, sera interessante a
producdo em escala semi-industrial, visando a obtencéo de maiores quantidades do principio
ativo em estudo, além de fornecer uma alternativa mais sustentavel para a obtencdo do
principio ativo em maior escala.
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