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Resumo

O presente trabalho investigou o potencial biotecnoldgico do fungo endofitico Graphium jumulu. O fungo foi
cultivado em meio caldo de batata suplementado com 0,2% de extrato de levedura, em agitagdo a 120 rpm,
a 30°C durante 20 dias, sendo os metabdlitos do micélio extraidos com acetato de etila em banho ultrassom.
O extrato foi testado para as atividades de toxicidade, antioxidante e antibacteriana, e ndo demonstrou
efeito toxico e nem atividade antioxidante, apresentando somente atividade antibacteriana, o que levou a
seu fracionamento e, posterior, isolamento da substancia: 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-
quinona. Esta substancia foi testada frente as cepas patogénicas Acinetobacter baumannii, Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis, Serratia marcencens, Staphylococcus aureus. A
substancia ndo inibiu nenhuma das cepas avaliadas, entretanto estimulou o crescimento bacteriano de
todas, com destaque para S. aureus, A. baumannii e S. enteritidis, que apresentaram um crescimento de
forma linear crescente em funcdo da concentracdo da substancia. Concluiu-se que a 4,9-dihidroxi-1,
2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona é um potencial estimulador do crescimento microbiano sugerindo
a continuidade de avaliagdes frente a outras bactérias de interesse clinico e de interesse industrial. Este &

o primeiro relato desta substancia no fungo endofitico G. jumulu.

Palavras-chave: Bioprospecgao. Graphium jumulu. Atividade antibacteriana. Perileno quinona.

Abstract

The present work investigated the biotechnological potential of the endophytic fungus Graphium jumulu. The
fungus was grown in potato broth supplemented with 0.2% yeast extract in a shaker incubator at 120 rpm at

30°C for 20 days, the metabolites of the mycelium being extracted with ethyl acetate in an ultrasound bath.
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The extract was tested for toxicity, antioxidant and antibacterial activities. The extract did not show a toxic
and antioxidant effect, showing only antibacterial activity, which led to its fractionation and subsequent
isolation of the substance: 4,9-dihydroxy-1,2,11,12-tetrahydroperylene-3,10-quinone. This was tested
against the pathogenic strains Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Edwardsiella tarda, Acinetobacter baumannii, Serratia
marcencens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. The substance did not inhibit any of the strains
evaluated, but stimulated bacterial growth of all, with emphasis on S. aureus, A. baumannii and S. enteritidis,
which presented a linear growth as function of the substance’s concentration. It is concluded that 4,9-
dihydroxy-1,2,11,12-tetrahydroperylene-3,10-quinone is a potential microbial growth stimulant suggesting
the continuity of evaluations against other bacteria of clinical interest and of industrial interest. This is the

first report of this substance in the endophytic fungus Graphium jumulu.

Keywords: Bioprospection. Graphium jumulu. Antibacterial activity. Perylene quinone.

Introducgao

Microrganismos que residem nas plantas, cada vez mais, estdo se tornando objeto dos esforcos em
pesquisa, visto que os mesmos demonstram capacidade de produzir substancias com atividades
antioxidantes, antibacterianas e toxicas 4. Uma caracteristica adicional importante &€ que essas moléculas

sdo altamente seletivas e especificas baseadas nos mecanismos de agao El.

As habilidades de producgédo de substancias conferidas aos fungos endofiticos podem ser justificadas pela
interagdo com a planta hospedeira com a possivel troca de material genético 4. Consequentemente, a
microbiota endofitica pode produzir substancias elicitoras, que atuam no desenvolvimento da planta
hospedeira ou de outros microrganismos que estejam na condi¢gdo endofitica, como também podem
desempenhar atividade antibiotica frente a microrganismos invasores 57, Na literatura pesquisada, a
maioria dos enddfitos que produzem antibiéticos pertence ao filo Ascomycota. Dentro dessa classe estéo

os fungos pertencentes ao género Graphium €,

Trabalhos cientificos comprovam a produgdo de metabdlitos secundarios por espécies do género
Graphium, apresentando estruturas quimicas inéditas e substancias antimicrobianas com notado destaque,
tais como a hipoxisordarina, ovalicina, zofimarina 121, Ainda assim, esse género compreende um grupo de

fungos mal caracterizado quanto ao potencial biotecnolégico.

Em pesquisas realizadas com fungos endofiticos é extremamente importante o conhecimento prévio a
respeito do histérico quimico e bioldgico da planta hospedeira. Estudos com Duroia macrophylla Huber
(Rubiaceae) confirmaram atividade toéxica frente a Artemia salina, significativa atividade antioxidante,
atividade antibacteriana e antimicobacteriana [319, Dessa forma, considerando que os fungos endofiticos
possam produzir substancias semelhantes as de seus hospedeiros, o presente trabalho teve como objetivo
explorar o potencial biotecnolégico do fungo endofitico Graphium jumulu, isolado da planta Duroia

macrophylla, quanto a produgao de substancias de interesse clinico e industrial.
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Material e Métodos

Isolamento e cultivo

A espécie fungica foi isolada de folhas de Duroia macrophylla coletadas em maio de 2013, na reserva
ambiental Adolpho Ducke Manaus-AM. O fungo foi identificado na fundagdo André Tosello, usando
amplificacdo de DNA da regido ITS (ITS1-5.8s-ITS2) rDNA, a identificagdo apontou como sendo

Graphium jumulu.

O micélio foi cultivado em placas Petri contendo Batata Dextrose Agar (BDA) e inoculado em 10 frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura de Dextrose Batata Caldo adicionado de 0,2%
de extrato de levedura (BDL). Os frascos foram colocados em um agitador orbital (Tecnal) a 30°C, com

agitagdo a 120 rpm durante 20 dias.
Obtencéao de extrato

O micélio foi seco em estufa a < 40°C por 3 dias. O material seco (3 g) foi macerado em almofariz e colocado
em Erlenmeyer. Apos, foi imerso em 100 mL de acetato de etila (AcOEt) e extraido usando banho ultrassom
(UNIQUE, modelo USC-2800, 40 Hz) por 20 minutos. O material foi filtrado e re-extraido com AcOEt e

ultrassom, o procedimento foi repetido trés vezes cada extragéo.
Bioensaios com extrato AcoEt
Atividade antioxidante

A solugéo do acido ascorbico foi preparada com 44 mg diluida em 50 mL de agua deionizada. A partir desta
solugéo foram feitas diluicdes com as seguintes concentragdes: 0, 88, 176, 352, 526, e 704 g/mL. Para o
preparo da solucdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) foram solubilizados 28 mg do mesmo em 1 mL
de diclorometano (DCM), posteriormente foi adicionado MeOH até atingir o volume de 100 mL. Para o
preparo da solugéo de Fe®*, 8,6344 g de sulfato férrico foi diluido em uma solugéo de acido cloridrico (HCI)
1% (v/v), onde, posteriormente, a solugao foi transferida para um balado volumétrico com capacidade de 1
L. Apos a dissolugao o volume restante foi preenchido com a solugéo de acido cloridrico. Para a visualizagao
da acao oxidante do ferro, foi utilizado 1,10-fenatrolina, sendo preparada uma solugdo com 0,25 g de 1,10-

fenantrolina diluidos em solugdo tampéao de acetato de sédio (pH 4,5) com volume total de 100 mL.

Foram feitas curvas-padrao, com acido ascorbico, para cada agente oxidante: para curva com DPPH, foram
adicionados em seis microtubos 990 uL de DPPH e 10 pL de ascorbico nas diferentes concentragdes, sendo
realizadas as leituras de absorbancia apos 30 minutos em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
517 nm. Para a curva com o ferro foram adicionados 10 pL do acido ascérbico diluido em seis microtubos,
em seguida 10 yL de Fe®* e por fim, 980 pL de 1,10-fenantrolina, sendo realizadas leituras de absorbancia
apos uma hora em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 508 nm. Os dados foram registrados em

uma planilha que mostra a linearidade da curva.

Para a analise do extrato, 5 mg foram solubilizados em acetato de etila, transferidos para um baldo
volumétrico e avolumados até 10 mL. Para o teste com DPPH foram transferidos 10 yL da amostra para

um microtubo seguido pela adi¢cdo de 990 L da solugdo DPPH, onde a mistura foi homogeneizada. Apds
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por 30 minutos aferiu-se a absorbancia em comprimento de onda de 517 nm. Para o teste com o ferro foram
transferidos 10 pL da solugdo padrao de Fe®* com concentragdo de 1000 pg/mL para um microtubo, seguido
pela adi¢gao de 10 pyL da amostra e 980 pL da solugdo de 1,10-fenantrolina 0,25% (m/v), onde a mistura foi

homogeneizada. Apds uma hora, foi medida a absorbancia em comprimento de onda de 508 nm.

Realizou-se um teste controle para cada tipo de agente oxidante, onde o controle foi preparado da mesma

forma como as amostras, substituindo-se a amostra por agua deionizada [,
Ensaio de toxicidade em Artemia salina

Para o ensaio de toxicidade realizou-se o seguinte procedimento: pesaram-se 38 g de sal marinho,
solubilizados em 1 L de agua destilada, sendo esta solu¢do posteriormente filtrada; adicionou-se 10 mg de
cistos de Artemia salina, os quais foram deixados sob luz artificial por 48 horas em temperatura ambiente;

pesou-se 10 mg de cada extrato, que foram dissolvidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO).

Os ensaios foram realizados em placa de 24 pogos, sendo que cada pogo primeiramente recebeu 1 mL de
agua salina contendo A. salina (10 individuos por poco). Posteriormente, foram adicionadas diferentes
concentracdes dos extratos em triplicata, além de um controle salino e um controle do solvente DMSO. A
placa foi incubada por 24 h sob luz artificial e temperatura ambiente. Apés o decorrido tempo, contou-se

manualmente os individuos vivos e os mortos.
Ensaio antibacteriano por difusdo em agar

Em Placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton, foram feitas cavidades de 6 mm de diametro nas quais
foram depositadas aliquotas de 100 pL do extrato com concentragdo de 5 mg/mL. Nessas placas foram
inoculados os micro-organismos testes sendo esses: Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Bacillus cereus
(ATCC 14579), Edwardsiella tarda (ATCC 15947), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Nocardia brasiliensis (ATCC 19296), Providencia rettgeri (ATCC 29944), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Serratia marcescens (ATCC 13880), Staphylococcus aureus (ATCC 12600).

Posteriormente, as placas foram colocadas em estufa de crescimento bacteriolégico por 24 horas e, passado

esse periodo, realizou-se a medigao dos halos (em mm). A aferigao dos diametros foi medida com paquimetro.
Utilizou-se antibiético oxitetraciclina na concentragdo de 125 ug/mL como controle positivo.
Fracionamento cromatografico do extrato

Foram utilizados 200 mg do extrato bruto de AcOEt para o fracionamento. Utilizou-se uma coluna
cromatografica aberta (hx@ = 25 x 1,4 cm) utilizando silica gel (Sigma) e sistemas de eluigdo em gradiente:
hexano/diclorometano (1:1, 4:6, 3:7), diclorometano (100%), diclorometano/ AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 1:1), 100%
de AcOEt; AcOEt/metanol (1:1) e 100% de metanol, cada sistema de eluigdo consistiu em volume de 100
mL. A proporcdo usada foi de 1:100 (massa de extrato/massa de silica). As fracdes obtidas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), utilizando luz ultravioleta (A de 254
nm e 365 nm) e Ce(SO4)2.
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Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN, uni e bidimensionais de 'H e '3C, foram obtidos no espectrémetro Bruker Fourier
300, operando a 300 MHz para o nucleo 'H e a 75 MHz para o nucleo '®C. Usando cloroférmio deuterado

para dissolver a amostra e como padrao interno.
Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em um modelo de espectrobmetro de massas
UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker Daltonics) ligado a um sistema de cromatografia (HPLC)
coluna ODS 50 x 2,0 mm, concentracdo da amostra = 1 mg/mL em acetonitrila (ACN); Fluxo = 0,4 mL/min;
Inj =1 (L - split de 0,05 mL (MS)/0,29 mL (desc) e P2840 psi. Sistema de eluicdo A (H20 + 0,1% acido
férmico)/B (ACN + 0,1% acido férmico). Condigéo de eluicdo: 0 a 10 min - 50% de B, de 10 a 11 min - 50 a
100% de B, de 11 a 12 min - 100% de B, de 12 a 13 min - 100 a 50% de B e de 13 a 14 min 50% de B.

Ensaio de atividade antibacteriana com a substancia isolada

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana, a substancia foi testada frente as seguintes cepas:
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), A. hydrophila (ATCC 7966), E. coli (ATCC 11775), E. tarda (ATCC
15947), K. pneumoniae (ATCC 13883), P. aeruginosa (ATCC 10145), P. fluorescens (ATCC 13525), S.
enteritidis (ATCC 13076), S. marcencens (ATCC 13880), S. aureus (ATCC 12600).

As cepas foram escolhidas de acordo com sua importancia clinica. O ensaio foi realizado segundo

metodologia descrita pelo NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards 7.

Os micro-organismos utilizados no ensaio foram cultivados em meio liquido Mueller-Hinton e posteriormente
diluidos no proprio meio até a concentragao de 0,5 na escala de McFarland. Os extratos foram diluidos em
dimetilssulféxido (5%) nas concentragbes de 125; 62,5; 31,25; 15,62 pg/mL. Os micro-organismos foram
inoculados em placas de 96 pogos (em ftriplicata) juntamente com as diferentes diluigbes da substancia, e

mantidos em estufa bacteriolégica com temperatura controlada (30°C) durante 24 horas.

Foi utilizado como controle negativo o solvente usado e o micro-organismo, enquanto para o controle
positivo foi usando o antibiético e o micro-organismo. Também foi realizado um controle branco contendo

somente o meio liquido.

As leituras das placas foram feitas em espectrofotdbmetro com absorbancia no comprimento de onda de 625
nanémetros. O teste foi realizado em triplicada e os dados submetidos & analise de variancia (ANOVA)
simples, seguido da comparagido de média pelo teste Dunnet, considerando um intervalo de confianga de

95% (p < 0,05), utilizando o software estatistico GraphPad Prism.

Resultados e Discussoes

Nos ensaios de antioxidante e de toxicidade as concentragdes utilizadas ndo demonstraram atividade. A
toxicidade em A. salina é utilizada como indicativo preliminar quanto a potencialidade do extrato em testes
antitumorais. Por outro lado, o efeito ndo téxico também é importante, pois, espera-se que as células

normais provavelmente n&o sejam intoxicadas por componentes do extrato 18],
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Ensaio da atividade antibacteriana do extrato AcOEt

No resultado do ensaio de atividade antibacteriana por difusdo, o extrato ACOEt apresentou atividade

mediana frente a sete bactérias, conforme apresentado na TABELA 1.

TABELA 1: Resultados dos halos de inibicdo em milimetros (mm) para o extrato testado no ensaio antibacteriano.
Microrganismos teste Halos de inibigdo (mm)

Aeromonas hydrophila -

Bacillus cereus -

Edwardsiella tarda 8

Escherichia coli 9

Klebsiella pneumoniae -

Nocardia brasiliensis -

Providencia rettgeri 7

Pseudomonas aeruginosa 7

Pseudomonas fluorescens -

Salmonella enteritidis 9

Serratia marcescens 10,1

Staphylococcus aureus -

Legenda: Classificagdo da atividade de extratos considerando halos de inibicdo (mm): 1-6 baixa atividade, 7-13 média
atividade, > 13 alta atividade 9.

Por se tratar de extrato bruto, consideram-se duas possibilidades que justifiquem a atividade ou falta dela.
A primeira é o sinergismo, onde a interagdo de duas ou mais substancias resultam na atividade agonista
ou antagonista frente um organismo teste 2%. Outra possibilidade refere-se a agdo de uma Unica substancia

sendo responsavel pela bioatividade.
Analise quimica das fragoes

O fracionamento do extrato AcOEt resultou em 182 fragdes, reunindo-se as fragdes 27 a 33. Ao revelar a
CCDC das fragdes 27 a 33 com luz UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm observou-se a presenca
de croméforos emitindo fluorescéncia, e quando revelado com o revelador quimico Ce(SO4)2 observou-se

a presenga de uma mancha na cor laranja.

A andlise dos espectros de RMN de 'H revelou a presenga de apenas 4 sinais, dois na regido aromatica
(7,30 e 8,7 ppm) ambos d com J = 9,3 Hz e com integral para 1H e outros dois sinais na regiao alifatica em
3,00 e 3,45 ppm com integral para 2H sendo ambos t com J = 7,0 Hz. Os espectros bidimensionais
mostraram a presencga de 11 C. O espectro de massa apresentou um pico com m/z de 319,0964 sugerindo
a féormula molecular C20H1404. As correlagdes foram feitas com base nas informagdes observadas nos
espectros bidimensionais HSQC e HMBC (TABELA 2).
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TABELA 2: Dados de RMN de 'H e de °C da 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona (em CDCl;, 300
MHz).

Posigido 3C (ppm)* H (ppm) HMBC
1,12 24,6 3,45 (2H, t, J=7,0 Hz) C-2, C-3, C-12b, C-122
2,11 36,4 3,00 (2H, t, J=7,0 Hz) C-1,C-3, C-122
3,10 203,6
3a, 9a 111,0
4,9 162,2
58 118,8 7,30 (1H, d, J = 9,3 Hz) C-3a, C-6°
6,7 131,7 8,70 (1H, d, J = 9,3 Hz) C-4, C-3b, C-62
6a, 6b 122,0
3b, 6¢c 121,7
12a 129,0
12b 129,8

4,9 - OH 13,19 (1H, s) C-4, C-5, C-32

Legenda: *sinais obtidos da analise do mapa de correlagdo HSQC.

A andlise dos espectros indicou se tratar da substancia 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-
quinona (FIGURA 1). Esta substancia foi descrita pela primeira vez por Li et al. 21, sendo produzida pelo

fungo Bulgaria inquinans. Este é o primeiro relato da substancia isolada do fungo Graphium jumulu.

FIGURA 1: Estrutura quimica de 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona. Atividade

antibacteriana da substancia isolada.
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No ensaio antibacteriano por concentragao inibitéria minima, nenhuma das concentragdes da substancia
foi capaz de inibir o crescimento bacteriano das cepas testadas, conforme mostrado na FIGURA 2. Em
contrapartida, foi possivel observar que houve estimulo no crescimento de todas as bactérias. As
porcentagens de crescimento foram estabelecidas com base nas médias dos controles negativos. Com
destaque para as bactérias que apresentaram crescimento linear em fungdo das concentragbes da
substancia. Staphylococcus aureus onde foi observado um crescimento de 49% na concentragao de 125

pug/mL, declinando para 7% na concentragdo de 15,62 ug/mL. Salmonella enteritidis em 125 pg/mL o
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crescimento foi de 46% em 15,62 pg/mL de 21%. Para Acinetobacter baumannii em 125 pg/mL o

crescimento foi de 36% atenuando para a concentragéo de 15,62 g/mL o qual apresentou 9%.

A dinamica da interagdo quimica entre as substancias podem afetar o crescimento de microrganismos de
duas maneiras: promovendo a inibigdo do desenvolvimento celular a exemplo disso sdo os antibidticos [22,
e outra situacdo, onde pode ocorrer a estimulagdo do crescimento microbiano mediada por nutrientes
essenciais a multiplicagdo celular como: vitaminas, aminoacidos, lipidios, elementos inorganicos [23,
Algumas quinonas tém sido relatadas na literatura como moduladoras do crescimento vegetal e microbiano
atuando como estimuladoras 2423, O estudo de Ameyama et al. 28 verificou que a substancia
pirroloquinolina quinona atuou como coenzima, aumentando significativamente o crescimento bacteriano.
Fenn et al. 21 também verificaram que menaquinonas sdo uma classe importante que podem promover o

crescimento de diversas bactérias do microbioma intestinal humano.

A 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona isolada neste trabalho, assim como outras quinonas
ja relatadas na literatura, apresenta potencial como fator de crescimento podendo ser empregada no cultivo

de cepas de interesse biotecnoldgico ou clinico, cujo o cultivo em condigdes laboratoriais € limitado.

FIGURA 2: Resultados da avaliagdo da substancia 4,9-dihidroxi-1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona sobre
diversas cepas bacterianas.
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Legenda: Graficos com a média de absorbancia para as diferentes concentragdes + Desvio padrao. Nivel de significancia
em relagdo ao controle negativo representado por: * (p < 0,05), ** (p < 0,001), *** (p < 0,0001), **** (p < 0,00001).

Conclusao

O fracionamento do extrato bruto de AcOEt do micélio permitiu o isolamento da substancia 4,9-dihidroxi-
1,2,11,12-tetrahidroperileno-3,10-quinona. Sendo o primeiro relato dessa substancia no fungo Graphium

Jjumulu, o que contribui com o conhecimento sobre a composi¢do quimica dessa espécie.

A substancia isolada ndo apresentou atividade inibitéria contra as bactérias avaliadas no ensaio, sendo
que, pelo contrario, aumentou o crescimento de todas as cepas testadas. Estes resultados sugerem que
esta substancia possa ser avaliada frente a outras cepas de interesse médico, talvez como estimulador da

microbiota intestinal ou, ainda, como estimuladora para ser acrescida em meios de cultura em bioprocessos.
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