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“Aqui estdo os loucos. Os desajustados. Os rebeldes. Os criadores de caso. Os pinos
redondos nos buracos quadrados. Aqueles que véem as coisas de forma diferente. Eles
ndo curtem regras. E ndo respeitam o status quo. Vocé pode cita-los, discordar deles,
glorifica-los ou calunia-los. Mas a Unica coisa que vocé ndo pode fazer € ignora-los.
Porque eles mudam as coisas. Empurram a raca humana para a frente. E, enquanto
alguns os véem como loucos, nés 0s vemos como geniais. Porque as pessoas loucas o
bastante para acreditar que podem mudar o mundo, sdo as que 0 mudam.”

Jack Kerouac
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RESUMO

Os fungos ligninoliticos sdo importantes no processo de reciclagem de nutrientes e
na manutengdo de ecossistemas naturais. Em determinadas condi¢cbes ambientais, esses
fungos podem se tornar fitopatogénicos atacando troncos e raizes de arvores. A flora
brasileira possui espécies com grande potencial na prospec¢do de compostos naturais com
atividade antifiingica, os extratos que apresentam essa atividade sdo de particular interesse no
estudo de controle de outros fungos fitopatogénicos, tais como os apodrecedores de arvores
urbanas. Esses extratos poderiam ser utilizados, posteriormente, como insumos naturais
fungicidas ambientalmente menos agressivos que os biocidas quimicos. O objetivo do
trabalho foi estudar os efeitos dos extratos vegetais de Casearia sylvestris e Casearia
decandra contra os fungos Trametes villosa, Ganoderma australe e Pycnoporus sanguineus.
Os extratos de C. sylvestris e C. decandra inibiram o desenvolvimento fungico in vitro e
alteraram a morfologia (macroscépica e microscopica) dos fungos T. villosa, P. sanguineus e
G. australe. Esses fungos foram mais suscetiveis ao extrato de C. sylvestris do que ao extrato
de C. decandra, pela evidente diferenca na composicao quimica apresentada entre esses dois
extratos. Os provaveis mecanismos de acdo na atividade fungistatica dos extratos foi a
inibicdo das enzimas extracelulares, MnP, lacase e fenoloxidases, e das enzimas intracelulares
envolvidas na formacdo do micélio fungico, como quitinase e p-1,3-glucanase. Além disso, o
aumento nos niveis das enzimas catalase e glutationa redutase indicaram que a exposi¢do dos
fungos aos extratos desencadeou processos de estresse oxidativo. Portanto, o presente trabalho
fornece subsidios para estudos futuros no intuito de elucidar com maiores detalhes como
compostos presentes em extratos de plantas nativas, tanto isoladamente como em sinergia,

podem afetar a fisiologia e controlar o desenvolvimento de fungos.

Palavras-chave: Trametes villosa, Pycnoporus sanguineus, Ganoderma australe, fungos

ligninoliticos, enzimas oxidativas, morfogénese e estresse oxidativo



ABSTRACT

The ligninolytic fungi are important in the process of recycling nutrients and
maintaining natural ecosystems. Under certain environmental conditions, these fungi can
become pathogenic attacking trunks and roots of trees. The Brazilian flora has species with
great potential in prospecting for natural compounds with antifungal activity. The extracts that
have activity are of particular interest in the study for the control of some pathogenic fungi,
such as the decay of urban trees. These extracts could be used later as inputs natural
fungicides that are less environmentally aggressive than chemical biocides. The aim of this
study was to evaluate the mechanisms of action from plant extracts of Casearia sylvestris and
Casearia decandra against fungi Trametes villosa, Ganoderma australe and Pcynoporus
sanguineus. The extracts of C. sylvestris and C. decandra inhibited fungal growth in vitro and
altered morphology (macroscopic and microscopic) of the fungus T. villosa, P. sanguineus
and G. australe. These fungi were more susceptible to the extract of C. sylvestris than to
extract C. decandra, seen by the evident difference in chemical composition between these
two extracts presented. The probable mechanism of action working in antimicrobial activity
of the extracts the inhibition of extracellular enzymes MnP, laccase and phenoloxidases, and
important intracellular enzymes involved in the formation of the fungal mycelium as chitinase
and B-1 ,3-glucanase. Furthermore, increased levels of catalase and glutathione reductase
indicated that exposure to fungal extracts triggered increased levels of reactive oxygen
species, leading to oxidative stress processes. Therefore, this study may provide insights for
future works in order to elucidate in greater detail how these compounds from extracts of
native plants, both alone and in synergy with other compounds, can affect the physiology and

control the growth of fungi.

Key words: Trametes villosa, Pycnoporus sanguineus, Ganoderma australe, ligninolytic
fungi, oxidative enzyme, morphogenesis and oxidative stress
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1. INTRODUCAO

A flora brasileira é rica em espécies que podem servir como fonte de novos compostos
antifingicos, naturais e ambientalmente menos agressivos. O potencial de utilizacdo dessas
espécies tem sido apontado em diversas publicacfes e os exemplos de sucesso tém estimulado a
busca de novos bioprodutos (Torres et al. 2008). Em trabalho prévio “Extratos Vegetais no
Controle de Fungos Apodrecedores de Arvores Urbanas” (Processo 2009/02454-3/ FAPESP) foi
demonstrado que o extrato de Casearia decandra apresentou elevada atividade fungistatica contra
os fungos deterioradores de madeira Ganoderma australe (Fr.) Pat., Trametes villosa (Sw.) Kreisel
e Pycnoporus sanguineus (L.) Murril, inibindo totalmente o crescimento micelial desses
basidiomicetos (Bento et al., dados ndo publicados).

Estudos realizados no intuito de elucidar os mecanismos envolvidos na inibicdo de fungos
causada por compostos de origem natural sdo escassos, embora tal conhecimento seja essencial
no entendimento do processo e no desenvolvimento de métodos inovativos de controle como a
geracdo de compostos biossintéticos com acédo sitio-dirigida. A hipétese do presente trabalho é
gue 0s compostos vegetais atuem na inibicdo das enzimas associadas a morfogénese do micélio
dos fungos, tais como quitinases, [(-1,3-glucanases, enzimas estas envolvidas na sintese e
estabilizacdo da parede celular, na interacdo planta-patégeno, na defesa contra estresse, na
resisténcia contra fungicidas e na degradacé@o da lignina. Além disso, compostos antifingicos
podem desencadear processos que geram espécies ativas de oxigénio altamente reativas e
danosas a célula. O estresse oxidativo provocado por espécies ativas de oxigénio sdo avaliadas
por determinacdo da atividade das enzimas-chaves envolvidas na resposta de defesa e
detoxificac@o das espécies ativas de oxigénio.

O entendimento dos processos envolvidos na inibicao de fungos por compostos naturais ira
permitir o desenvolvimento de agentes menos agressivos ao ambiente, capazes de atuar no
controle de fungos fitopatogénicos e deterioradores de madeira de importancia econémica. O
presente trabalho tem como objetivos béasicos avaliar o potencial antifingico do extrato de
Casearia spp. no controle dos fungos T. villosa, G. australe. e P. sanguineus, bem como estudar
0s mecanismos de acdo envolvidos nos processos enzimaticos de inibicdo do crescimento

fangico.
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1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Composic¢do quimica e ultraestrutura da madeira

A composigdo quimica da madeira pode ser dividida em fragdes de baixa e elevada massas
molares. A fracdo de baixa massa molar € composta por substancias orgéanicas, geralmente
denominadas de extrativos (metabdlitos secundarios), e substancias inorganicas, que sao sais de
ions metalicos. Os extrativos compreendem varios compostos quimicos que podem ser extraidos
com solventes organicos, embora alguns deles também sejam solGveis em agua. Estes compostos
sdo responsaveis por caracteristicas como odor, cor e sabor dos lignocelulésicos e estao
presentes em pequenas quantidades, variando entre 2 e 8%. Como exemplos de extrativos,
podemos citar: ceras, flavonéides, terpendides, lignanas e acidos graxos, que sdo encontrados
livres ou esterificados. Os compostos inorganicos estdo presentes em quantidades ainda menores
na madeira (cerca de 1%) (Fengel & Wegener 1989, Sjostrom & Wetermark 1999).

As macromoléculas representam a quase totalidade dos tecidos vegetais, que sdo 0s
polissacarideos celulose, hemicelulose e a lignina. A integridade estrututral destes tecidos é
atribuida a lamela média, uma camada que mantém as células adjacentes unidas entre si, a
lamela média é altamente lignificada apresentando substancias pécticas,principlamente no estagio
inicial de formacdo. Sobre a lamela média depositam-se as primeiras camadas de celulose,
formando as microfibras e constituindo a parede celular primaria, que é continuamente depositada
durante o crescimento em area da célula. A madeira desenvolve em seguida internamente uma
parede celular secundaria composta principalmente de celulose e lignina. De acordo com as
orientagc@es das microfibrilas de celulose, a parede secundéaria pode ser dividida em trés camadas,
denominadas S1, S2 e S3. As camadas da parede celular sdo constituidas de microfibrilas de
celulose e da matriz. E interessante ressaltar que todos os constituintes da madeira est&o
intimamente associados e/ou ligados quimicamente, construindo todo o complexo celular (Higuchi

1985, Fengel & Wegener 1989) (Figura 1).



Figura 1 — Representagdo esquematica de uma célula vegetal: Lamela média (LM); Parede priméaria (P); Parede
secundaria externa (S1); Parede secundaria média (S2); Parede secundaria interna (S3); Lumen (L) (Fengel &
Wegener 1989).

1.1.1.1. Celulose

A celulose é o componente mais abundante na madeira (cerca de 50%), sendo um polimero
linear, com regibes amorfas e cristalinas, formado exclusivamente por moléculas de anidro-
glicose, que se associam por ligacdes B-(1-4) glicosidicas (Figura 2). Estritamente, a celulose é
composta por unidades monoméricas de celobiose que se repetem sempre apresentando o
oxigénio que liga os anéis glicosidicos na posi¢do equatorial (Fengel & Wegener 1989, Masarin

2010).

HOHC o OH HOHC OH
HO HO CH2CH Y HO HO CH20H 0

Figura 2 - Estrutura de um fragmento de celulose. (Masarin 2010).



As longas cadeias da celulose se unem lateralmente por pontes de hidrogénio entre grupos
hidroxilas e originam as micelas, que unidas formam as fibrilas e irdo constituir as paredes dos
tecidos do xilema. As fibrilas ddo a celulose uma estrutura ordenada e cristalina que € a
responsavel pela estabilidade térmica e baixa reatividade da madeira (Fengel & Wegener 1989,

Gonzaga 2006).

1.1.1.2. Hemicelulose

Cinco acUcares neutros sdo os constituintes das hemiceluloses (polioses): glucose, manose,
galactose, xilose e arabinose e alguns destes contém adicionalmente &cidos ur6nicos. As cadeias
moleculares das hemiceluloses sdo muito mais curtas do que as da celulose e podem conter
grupos laterais e ramificacdes. As angiospermas “madeiras duras”, de maneira geral, contém um
maior teor de polioses do que as gimnospermas “madeiras moles” e uma composicao diferenciada
(Oliveira 1998). As hemiceluloses sédo polimeros amorfos, constituidos de uma cadeia central na
qual se somam cadeias laterais e que atuam como matrizes para a imersdo das cadeias de
celulose. A associacdo de um grupo de cadeias de celulose envolvidas por moléculas de

hemicelulose pode ser chamada de microfibrila (Fengel & Wegener 1989, Brisolari 2008).

1.1.1.3. Lignina

A lignina é o terceiro componente mais abundante presente na parede celular vegetal, é
sintetizada a partir da polimerizacdo dos alcoois hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico). Os grupos hidroxilas reagem mutuamente ou com 0S grupos acetona ou com O
aldeido. Quando a hidroxila reage com outra, forma-se uma ligagédo do tipo éter, quando ligada a
um aldeido, forma-se um hemiacetal e quando se liga a uma acetona, forma-se o cetal (Palonen
2004).

As func¢des bioldgicas da lignina séo: (1) fornecer suporte estrutural a parede secundéria de
plantas vasculares (a parede celular lignificada pode ser vista como um complexo, com
microfibrilas de celulose e hemicelulose, e a lignina como uma “matriz plastica” conferindo

resisténcia ao material lignocelulésico); (2) tornar a parede celular vegetal hidrofébica, permitindo



o desenvolvimento eficiente dos tecidos para transporte de agua em plantas vasculares; (3)
conferir resisténcia contra ataques microbianos (Kuhad 1997, Lee 2003).

Devido ao processo de polimerizagdo ser aleatdrio, a macromolécula de lignina possui
estrutura bastante complexa. Sua complexidade estrutural apresenta-se como uma barreira a agéo

das celulases e hemicelulases (Oliveira 2009).

1.1.2. Degradacdo da madeira por fungos basidiomicetos

Os fungos basidiomicetos sdo reconhecidos como os Unicos organismos capazes de
mineralizar a molécula de lignina sendo, portanto, essenciais no processo de reciclagem da
matéria organica e na manutencdo dos ecossistemas naturais, sendo capazes de degradar um
quinto da producdo anual da biosfera terrestre. Baseado na coloracdo da madeira residual os
basidiomicetos ligninoliticos podem ser classificados em dois grupos: os causadores de podridao
parda e os de podriddo branca. Os fungos de podriddo parda removem a celulose e a
hemicelulose da madeira, sendo também capazes de causar limitadas mudancas na lignina,
dando ao material a cor acastanhada devido a presenca da lignina ndo degradada. Ja os fungos
causadores de podriddo branca, também conhecidos como fungos lignoceluloliticos, possuem a
capacidade de metabolizar os principais componentes da madeira (celulose, hemicelulose e
lignina) tornando o material esbranquicado (Gilbertson 1980, Gugliotta 2001, Masarin 2010).

O modo de agdo dos fungos ligninoliticos € evidenciado na distribuicdo de suas hifas ao
penetrarem na parede da célula da madeira através do limen, na qual secretam metabdlitos que
atuam sobre os componentes da madeira. Estes metabdlitos sdo constituidos por enzimas
extracelulares especificas e outros compostos de baixa massa molar. Na degradacéo da celulose,
hemicelulose e lignina estes compostos sdo convertidos em moléculas sollveis susceptiveis ao
metabolismo intracelular do fungo que culmina na geracédo de energia para a célula, CO, e agua

(mineralizagéo) (Faria 2010).



1.1.2.1. Enzimas envolvidas na degrada¢cdo da madeira

Como mencionado anteriormente, a madeira é biodegradada pela acdo de uma grande
variedade de enzimas extracelulares e de metabdlitos de baixa massa molar que atuam como
auxiliares (mediadores) dessas enzimas.

As enzimas responsaveis pela degradacao da celulose e das polioses sé@o hidrolases que
apresentam uma especificidade muito grande pelo respectivo substrato (Kirk & Cullen 1998).
Dessa forma, as enzimas hidroliticas (celulases e hemicelulases) somente atuam a partir do
contato direto com seus respectivos substratos (celulose e hemicelulose).

A degradacdo da celulose é feita pela acdo de trés grupos de enzimas que atuam de forma
sequencial e sinérgica, causando a hidrélise completa da celulose até glicose (Figura 3)
(Watanabe 2010).

. Estes grupos de enzimas sdo compreendidos por:

- endo-1,4-B-glicanases: hidrolizam a molécula de celulose a partir de suas regides amorfas,
gerando fragmentos ainda com grande grau de polimerizagao;

- exo-1,4-B-glicanases: também denominadas celobiohidrolases, este grupo de enzimas é capaz
de agir somente nas pontas dos oligbmeros de celulose. De sua a¢éo, sdo gerados principalmente
dimeros de glicose (celobiose);

- 1,4-B-glicosidases: este terceiro e Ultimo grupo de enzimas age nos dimeros gerados pelas

celobiohidrolases, gerando glicose.

exo-1,4-R-glicanases endo-1 4-f-glicanases exo-1 4-R-glicanases

e e e

| l

CH,OMH CH

| |

celobio-hidrolases

{*}C} <_,=-<;_>xﬁ_,> 1,4-B-glicosidases
B I I8

Figura 3 - Acdo sinérgica das enzimas envolvidas na degradacéo da celulose (Watanabe & Tokuda 2010)



Devido a sua natureza heteropolissacaridica a biodegradacédo das hemiceluloses (polioses)
requer um conjunto de enzimas extracelulares mais complexo. O conjunto de enzimas que atua
sobre as polioses também s&o hidrolases especificas para os diferentes tipos de ligagdo
existentes no polimero, e agem de forma semelhante as que atuam sobre a celulose. Destas
enzimas, as xilanases rompem ligacdes glicosidicas entre moléculas de anidroxilose, as
mananases entre moléculas de anidromanose e as glucuronidases atuam sobre ligacGes de
acidos urbénicos com moléculas de aclcares (Figura 4). As hemicelulases também sé&o divididas
em 3 grupos que atuam de forma consecutiva e sinérgica: as endo-hemicelulases hidrolisam o
polimero ao acaso liberando fragmentos de menor massa molar; exo-hemicelulases hidrolisam os
fragmentos gerados pelas endo-hemicelulases gerando principalmente dimeros, e xilosidases

hidrolisam os dimeros a xilose (Higuchi 1985, Eriksson et al. 1990).
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MeO a-D-Glucuronidases Hq;:S::::Ql“'O\Jz::::i?rv
o oH| Awyi-lylln;_:( o |
0 0= 0 o f-Xylosidases
N HO Ry .-
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Figura 4 - Principais enzimas responsaveis pela degradacéo da hemicelulose (Shallom & Shoham 2003)



A degradacéo da lignina pode ser catalisada por um vasto grupo de enzimas que atuam de
forma oxidativa. Destas, as mais amplamente estudadas sao: lignina-peroxidase (LiP), manganés-
peroxidase (MnP) e Lacase. As LiPs sdo heme-proteinas que apresentam potencial de oxidacao
suficientemente elevado para abstrair elétrons de estruturas aromaticas nao fendlicas, dando
origem a radicais catiénicos. As MnPs também s&o heme-proteinas, porém apresentam potencial
de oxidacgdo suficiente somente para abstrair elétrons de estruturas fendlicas (Cameron et al.
2007).

As Figuras 5 e 6 mostram os ciclos cataliticos destas duas enzimas, respectivamente, nos
dois casos, a enzima € ativada através de oxidacdo por perdxido de hidrogénio (H,O,) levando a
formacgédo do composto "CI" que € um oxo-complexo deficiente em 2 elétrons. A reducéo do Cl até
a enzima nativa se da através de duas etapas de abstracéo de 1 elétron de cada vez. No caso das
LiPs, a reducdo de Cl a Cll e também de CIl a CO pode ocorrer através da oxidacdo de substratos

nao fendlicos levando a formacéo de radicais cation.
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Figura 5 - Ciclo catalitico da enzima lignina-peroxidase (LiP). (Cameron et al. 2007)



As MnPs dependem exclusivamente de Mn?* para a reducgéo de CIl a CO. O composto ClI
pode ser reduzido ao composto Cll a custa da oxidagdo direta de uma estrutura fendlica ou de um
atomo de Mn*". Por outro lado, o Mn** formado é bastante reativo e pode atuar como um mediador
da MnP, pois normalmente é estabilizado por quelantes produzidos pelo proprio fungo, como o
acido oxalico (Hofrichter 2002). O complexo organometalico Mn**-oxalato, por sua vez, pode ser

reduzido a custa da oxidagao de outra estrutura fendlica.

[R-OH]
H,0 FQ’ ®

(@)
Ergima nativa

RH
H+Re

Qg Fe‘e

Re+ H'

oot ()

Figura 6 - Ciclo catalitico da enzima peroxidase dependente de manganés (MnP). RH representa um

substrato fendlico (modificado Hofrichter 2002)

As lacases sao cupro-proteinas e atuam diretamente sobre estruturas fendlicas através da
oxidacgéo dos fendis pela abstragéo de 1 elétron mediada pela reducéo de Cu*" a Cu*, que por sua

vez, reduz O, a H,O, permitindo que a enzima atue de forma ciclica (Ferraz 2004) (Figura 7).

\/' Lacase (Cu’ ) *\ PhO °
H-O ‘/\ Lacase red. (Cu ) ‘/ PhOH

Figura 7 - Ciclo catalitico de lacase. PhOH representa um substrato fendlico. A estequiometria do ciclo
envolve 4 Cu®* (normalmente ligados a uma UGnica proteina ou a 2 cadeias proteicas acopladas), 4
substratos fendlicos, 4 prétons e 1 molécula de O, (Ferraz 2004).



As enzimas que produzem peréxido de hidrogénio sdo acessoérias as peroxidases, estas
enzimas geram peroxido de hidrogénio in situ e possibilitam que as peroxidases atuem. As
principais enzimas produtoras de peroxido envolvidas na biodegradacdo de lignina sdo glicose
oxidase e metanol oxidase (intracelulares) que utilizam glicose e metanol como substratos,
respectivamente (Kuhad et al. 1997, Kirk & Cullen 1998). A glicose ¢é originaria da biodegradacao
da celulose e das polioses que contém glicose. O metanol é produzido durante a biodegradacao
da prépria lignina através da remocdo de metoxilas ligadas aos anéis aromaticos. A producéo de
H,O, por enzimas extracelulares também tem sido descrita em alguns fungos de decomposicéao
branca. Entre elas estdo a glioxal oxidase e a aril-alcool oxidase (De Jong et al. 1994, Ander &
Marzullo 1997). Também foi demonstrado que MnP pode gerar H,O, a partir da oxidagcdo de

acidos organicos como o malénico e o oxalico (Urzla et al. 1998).

1.1.3. Prejuizos econdmicos e controle de fungos degradadores de madeira

Apesar do papel essencial que executam nos ecossistemas, muitas espécies fangicas sob
determinadas condicbes, podem causar prejuizos econdmicos significativos por atuarem na
deterioracdo de postes, dormentes e cercas. Também afetam troncos e raizes de espécies
vegetais susceptiveis, utilizadas na arboriza¢do urbana em ruas, pargues e pragas.

Além do prejuizo de carater paisagistico e ambiental, a atuacdo de tais fungos pode
acarretar na queda das arvores, provocando riscos & populacdo e exigindo medidas de prevencgéo
dos 6rgédos ambientais.

Luna et al. (2004), afirmaram que os fungos Pychoporus sanguineus e Ganoderma lucidum
sdo os principais causadores da podriddo-branca em madeiras utilizadas pela industria de celulose
na Argentina, causando prejuizos significativos a qualidade do produto. Segundo esses autores,
os fungos em condi¢des laboratoriais, degradaram 50-60% da madeira entre 2 e 5 meses.
Portanto, sdo consideradas espécies extremamente destrutivas sob condi¢cdes favoraveis de
temperatura e umidade.

A manutencdo da madeira em 6tima qualidade é uma preocupacdo atual da industria
madeireira € 0 mercado mundial exige produtos com selo de qualidade, ou seja, extraidos ou

produzidos sem danos ao ambiente e ao homem, obedecendo aos critérios de sustentabilidade.

Atualmente os preservantes quimicos oferecem maior eficiéncia no controle de fungos
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deterioradores, embora tais produtos necessitem de certificacdo para o seu uso. Em geral, os
principais preservantes quimicos de madeira utilizados sdo o creosoto, o pentaclorofenol, produtos
a base de cobre, cromo e arsénio (CCA) e a base de cobre, cromo e boro (CCB) (Barillari 2002).

O desenvolvimento de produtos alternativos menos toxicos ao ambiente e a satde humana,
como por exemplo, quinolinolato de cobre-8, estd sendo incentivado. O quinolinolato de cobre-8 é
considerado um produto de grande importancia na area de preservacdo de madeiras, por ser
reconhecido como um produto fungicida eficaz e ndo téxico a mamiferos. Por esta razéo, € o Unico
produto, entre outros usos similares, aceito no tratamento de madeiras que entrardo em contato
direto com géneros alimenticios, como caixas para transporte de frutas, verduras e legumes.
Porém seu uso é restrito devido ao custo do produto ser elevado (Moreschi 2005).

Alguns produtos utilizados como preservantes de madeira agem como inibidores
enzimaticos, quando conhecido o mecanismo de acdo do fungo sobre a madeira. O N,N-
naftaloilhidroxi lamina (NHA), primeiramente usado por Beck (1951), citado por Green Il et al.
(1997), inibe enzimas da via de sintese do acido oxalico que provoca a hidrélise das polioses da
parede celular da madeira, devido a geracdo de um pH acido. A hidrélise forma orificios por onde
a entrada das hifas dos fungos é facilitada (Backa et al. 1992, Hyde & Wood 1995). Green Il et al.
(1997) menciona que o acido oxalico esta também envolvido na formacédo de complexos de outros
cations, como Ca**. O NHA é um composto soltvel em agua, capaz de formar complexos com 0
célcio, responséavel pela formagdo de cristais de oxalato de céalcio. E eficiente contra fungos de
podriddo parda e branca, que dependem do mecanismo via ligacdo do calcio e interface com o
ciclo do célcio.

Os danos ambientais e a saude das pessoas que manipulam os produtos preservantes
tradicionais tém causado preocupa¢do e despertado o interesse por pesquisas no intuito de
desenvolver produtos naturais para o tratamento da madeira (Onuorah 2000).

Atualmente é crescente o nimero de pesquisas envolvendo substancias naturais de origem
vegetal como uma alternativa na preservacdo da madeira (Brand et al. 2006), que além de
economicamente vidveis, apresentem a vantagem de serem menos agressivos ao meio ambiente
em relagdo aos compostos sintéticos utilizados atualmente (Bononi 1998).

As plantas produzem diversos compostos organicos (metabdlitos secundérios) que

desenpenham um papel fundamental nas suas interacbes de defesa contra predadores e
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patégenos. Muitos destes metabdlitos secundérios apresentam atividades bioldgicas e tém sido

utilizados na industria farmacéutica e agroquimica (Hamburger & Hostetmann 1991).

1.1.4. O género Casearia e seus metabdlitos secundérios

O género Casearia € amplamente distribuido no Brasil e suas espécies destacam-se pela
aplicacdo medicinal. C. sylvestris Swartz. (guacatonga) € uma planta medicinal de uso tradicional
e estudos farmacoldgicos tém verificado nos extratos dessa planta atividades antiulcerogénica,
antiinflamatéria, antiofidica, citotoxica em células tumorais, dentre outras (Sertié 2000, Raslan et
al. 2002, Esteves et al. 2005, Schoenfelder et al. 2008, Oliveira et al. 2009, Santos et al. 2010).

Analises fitoquimicas em espécies do género Casearia demonstram o predominio de
diterpenos do tipo clerodanico, chamadas casearinas (Basile et al. 1990, Itokawa et al. 1990,
Oberlies et al. 2002). Em sua maioria, estes diterpenos apresentam caracteristicas estruturais
marcantes e sdo encontrados somente em algumas familias de vegetais. Foram isolados 30
diterpenos clerodanicos de espécies de Casearia, sendo que a maioria exibiu atividade citotoxica
em células tumorais. Os isolados casearvestrinas e diterpeno 7 (C. sylvestris) apresentaram
atividades antifingica contra Aspergilllus niger (Itokawa et al. 1990, Morita et al. 1991, Carvalho et
al. 1998, Oberlies et al. 2002, Espindola et al. 2004, Tininis 2006, Santos et al. 2007).

Além dos diterpenos clerodanicos também foram isolados outros metabdlitos com possiveis
atividades biolégicas como lupeol; a e B-amirina (triterpenos), hesperidina (flavanona),
isoquercetina, rutina, quercetina, 4" -O-metileter-canferol e isoramnetina (flavondis), acidos cafeico,
clorogénico e vanilico (compostos fendlicos) e lapachol (naftoquinona) (Gunasekera et al. 1977,
Sukumar et al. 1982, Junges et al. 1985, Raslan et al. 2002).

Em trabalhos de triagem de extratos bioativos de plantas do Cerrado, C. sylvestris var.
lingua foi uma das que exibiu atividades biologicas mais significativas. Os extratos hexanicos de
folhas, madeira e casca das raizes e caules inibiram o crescimento do protozoario Plasmodium
falciparum (Mesquita et al. 2007). Extratos hexanicos e etandlicos de diferentes partes da planta
(folhas, caules, raizes e frutos) apresentaram atividades leishmanicida (Leishmania donovani) e
tripanossomicida (Trypanosma cruzi) (Mesquita et al. 2005). Outros extratos exerceram acao

larvicida em Aedes aegypti (Rodrigues et al. 2006) e, ainda, 0 extrato etandlico das partes aéreas
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exibiu acdo antifingica, quando testado em Candida albicans, C. papsitosis e C. krusei (Oliveira et
al. 2007).

Com relacéo a Casearia decandra Jacq. foram encontrados poucos relatos sobre o estudo
guimico e farmacoldgico desta espécie. Nos poucos artigos encontrados C. decandra foi estudada
guanto ao teor de metais presentes nas folhas (Yamashita et al. 2005) e os Gleos essenciais das
flores e folhas, sendo que os 6leos essenciais constituintes majoritarios foram: E - cariofileno
(13,0%) e germacreno D (11,2%) nas folhas, e espatulenol (19,6%) e tumbergol (18,6%) nas flores

(Junior et al. 2007, (https://sec.sbg.org.br/cdrom/30ra/resumos/T1163-1.pdf). Vieira Junior et al.

(2010) isolaram o esteroide sitosterol e a hidroquinona a partir do extrato etandlico das folhas de

C. decandra.

1.1.5. Efeito de compostos antifungicos sobre a biossintese de componentes

celulares

As plantas podem produzir compostos antifUngicos capazes de protegé-las contra o ataque
de agente bidticos, como os fungos. O entendimento do mecanismo inibitério pode prover melhor
direcionamento favoravel ao desenvolvimento e aplicacdo eficiente de tecnologias envolvendo
antifingicos naturais de origem vegetal (Quiroga et al. 2001).

Os compostos antifingicos de ocorréncia natural podem atuar em diferentes aspectos na
defesa vegetal. Os compostos fendlicos e as proteinas especificas de defesa, podem atuar na
inibicdo da biossintese de B-glucanas e quitinas, principais componentes da parede celular
fangica, que conferem forma e integridade (Figura 8).

Durante o crescimento normal, quitinases degradam a quitina presente na ponta da hifa,
com concomitante inser¢@o de oligbmeros de quitina pela quitina sintetase (Cabib 1987). De forma
similar, B-1,3-glucanases e B-glucana sintetases atuam em conjunto removendo e inserindo
oligbmeros de glucanas na parede celular durante a extensao da hifa (Gooday, 1995). Portanto,
quitinases e f-1,3-glucanases sdo essenciais na quebra e reconstrucdo dos polimeros
constituintes da parede celular levando ao remodelamento da parede celular durante a divisao
celular e processos de morfogénese, tais como crescimento e ramificacdo das hifas, diferenciacéo

e germinacao de esporos (Adams 2004).
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Esses compostos antifingicos também podem atuar na inibicdo da sintese de ergosterol e
esfingolipidios presentes na membrana plasmatica, prejudicando a estrutura da bicamada lipidica,
e como consequéncia causando o extravasamento do conteudo intracelular. Podem também
interferir na biossintese de proteinas, e no transporte de elétrons, inviabilizando a geracdo de
energia (Brul & Klis 1999, Marino et al. 2001).

Os antifiingicos quimicos exercem mecanismos similares, porém estes tendem a estar em
quantidades excedentes e produzir efeito residual toxico em vista de que a adicdo nem sempre

gera uma atuacao especifica e eficiente (Velluti et al. 2003).
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Figura 8 - Estrutura e componentes da parede celular fungica.
(http://dc302.4shared.com/doc/0JeFI7KN/preview.html - acesso em 21/02/2013).

1.1.6. Estresse oxidativo e defesa antioxidante

Durante o metabolismo celular normal, principalmente na cadeia respiratéria ou reacdes
catalisadas por oxidases, sdo geradas espécies ativas de oxigénio (EAOSs), as quais incluem o
peroxido de hidrogénio (H,O,), &nion superéxido (O,"), radicais hidroxila (OH") e oxigénio singlet
(*O,) (Scandalios 2005). Estas substancias s&o oxidantes muito potentes que reagem de forma
muito rdpida e inespecifica com diversas macromoléculas causando danos celulares severos

como mutacdes no DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo de lipideos da membrana
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plasmatica (Aguirre et al. 2005, Heller & Tudzynski 2011). Além das EAOs geradas normalmente
através da respiracao celular, no caso de fungos lignoliticos, ha geracdo de grandes quantidades
desses compostos oxidantes durante a degradacdo da lignina (Guillen et al. 2000, Hammel et al.
2002).

Apesar dos seus efeitos téxicos, em condicdes fisiolégicas normais, o sistema de defesa
antioxidante € normalmente suficinete para manter as EAOs em niveis basais ndo danosos. As
EAOs também participam de processos normais do desenvolvimento fdngico, sinalizacao
intracelular e atuam também nas interacGes planta-microrganismo (Scott & Eaton 2008, Heller &
Tudzynski, 2011). Entretanto, quando os nivies de EAOs excedem a capacidade da célula em
reparar os danos celulares, o processo de estresse oxidativo € iniciado. O estresse oxidativo pode
ser induzido por fatores externos como, restricdo na disponibilidade de nutrientes, dessecacéo,
radiacdo UV e ionizante, extremos de temperatura, injdria mecéanica, metais pesados, antifingicos,
e compostos que geram EAOs como paraquat e H,O, (Angelova et al. 2005, Heller & Tudzynski
2011).

Para se defender das EAOs, as células possuem mecanismos antioxidativos nao
enziméticos e enziméticos que mantém a concentracdo dessas substancias em niveis basais ndo
destrutivos. Os mecanismos antioxidativos ndo enzimaticos englobam moléculas como a
glutationa, ascorbato, tocoferol, flavondides, alcal6ides e carotendides. Ja os mecanismos
antioxidativos enzimaticos incluem glutationa redutases (GR), glutationa-S-tranferases (GST),
peroxidases, tais como glutationa peroxidases (GPx), além de superéxido dismutases (SOD) e
catalases (CAT), sendo as duas Ultimas, enzimas chaves na detoxificacdo do O,”, e H,0O,,

respectivamente (Apel & Hirt 2004, Scandalios 2005, Halliwell & Gutteridge 2007) (Figura 9).
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Figura 9 - Algumas vias de formacdo de EAOs e defesas antioxidantes (Bazito, 2012).

As SODs sdo metaloproteinas que catalisam a oxidacdo do O," com concomitante redugdo
de ions hidrogénio a H,O, e oxigénio molecular. O H,O,, produto da SOD é convertido finalmente
em agua e oxigénio pela CAT, uma metaloproteina constituida por quatro grupos heme. Além das
SODs e CATs, enzimas chave do metabolismo antioxidativo, o sistema antioxidativo constituido
pelo tripeptidio glutationa (GSH) e pelas enzimas GR e GPx, também é muito importante no
combate as EAOs, em especial H,O,. Nesse sistema a GSH é oxidada pelo H,O, na presenca da
enzima GPx produzindo uma ponte disulfeto entre duas moléculas de GSH formando a GSSG
(glutationa oxidada) (Halliwell & Gutteridge 2007).

A fim de manter o equilibrio GSH/GSSH na célula a GSSG é oxidada pela GR, uma enzima
dependente de NADPH, regenerando assim GSH. Além disso, GSH pode reagir com oxidantes
ndo enzimaticamente devido a presenga de um grupo tiol. J4& que a GSH € uma molécula que
mantém a célula no seu estado reduzido, sendo, portanto um importante agente antioxidante
(Stephen & Jamieson 1996, Pocsi et al. 2004, Sato et al. 2011). Dessa forma, processos de
estresse oxidativo em fungos, desencadeados pela exposicdo a compostos antimicrobianos,
podem ser evidenciados pela elevagéo da atividade das enzimas associadas a mecanismos de

detoxificacdo de EAOs como SOD, CAT e GR.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o potencial dos extratos de Casearia sylvestris e Casearia decandra como agentes
de controle alternativo dos fungos deterioradores de madeira Trametes villosa, Ganoderma
australe e Pycnoporus sanguineus, e elucidar os efeitos desses extratos no processo de inibicao

dos fungos.

Os objetivos especificos foram:

e Avaliar a atividade antifungica dos extratos de Casearia spp. sobre os fungos T. villosa, G.

australe e P. sanguineus.

e Avaliar a atividade de enzimas associadas aos processos de morfogénese micelial

(Quitinase, B 1-3 glucanase).

e Avaliar a atividade das enzimas extracelulares relacionadas a degradacdo da madeira

(Lacase, Fenoloxidase e MnP).

e Avaliar as enzimas envolvidas nas defesas contra o estresse oxidativo (Catalase e Glutationa

redutase).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Fungos

Foram utilizadas as linhagens de fungos basidiomicetos de podriddo branca Trametes
villosa (Sw.) Kreisel CCIBT 2628, Ganoderma australe (Fr.) Pat. CCIBT 3801 e Pycnoporus
sanguineus (L.) Murrill CCIBT 3732 (Figura 10), pertencentes a Colecdo de Cultura de algas,
cianobactérias e fungos do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de
Séo Paulo.

As culturas dos fungos foram mantidas a 4°C em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA).

A selecdo dos fungos foi baseada na importancia econémica e ocorréncia em arvores
utilizadas na arborizacdo urbana, sendo que os fungos T. villosa, P. sanguineus e G. australe

ocorrem com maior distribuigdo em madeiras no pais (Calvacanti 1983, Jesus 1991, 1998).

5

Fonte: http://www.carolscornwall.com

X
Foto: Suzana Macedo W em 16/12/2042 *

Figura 10 - Fungos Trametes villosa (A); Ganoderma australe (B) e Pycnoporus sanguineus (C).

3.1.2. Espécies Vegetais e Obtencdo dos extratos

As espécies vegetais selecionadas para este estudo foram Casearia sylvestris Swartz e
Casearia decandra Jacq. Os extratos de C. sylvestris e C. decandra foram obtidos do Banco de
Extratos (Extratoteca) do Projeto “Conservacédo e Utilizacdo Sustentével da Diversidade Vegetal
do Cerrado e Mata Atlantica: Diversidade Quimica e Prospecc¢do de Novos Farmacos - FASE 17,

localizado no Nucleo de Fisiologia e Bioguimica do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
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A parte do vegetal utilizada neste estudo foram as folhas (Figura 11). As folhas de C.
decandra foram secas em estufa de circulacéo forcada a 40°C e posteriormente o material foi
pulverizado em moinho de facas. O p6 obtido foi submetido a extracdo com etanol em sistema
automatico ASE. O solvente foi retirado em evaporador rotatério a temperatura de 40°C, o extrato
obtido foi mantido em freezer -20°C.

Para o extrato de C. sylvestris, o extrato fluido da planta foi produzido de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (1926), na qual foi identificada com o nome “herva de bugre”. Assim, para
obtencédo de tal extrato empregou-se o método de percolagédo, como descrito a seguir: “100g da
folha seca pulverizada foram umedecidas, com uma solugdo de alcool etilico 99,3° INPM e agua
destilada na proporcdo de 1:2 e macerada por 6 horas. Apds este procedimento o pé umedecido
foi filtrado com a solucédo hidroalcéolica (1L), em filtro buchner, para obtencéo do extrato fluido que
foi posteriormente colocado em evaporador rotatorio a temperatura de 50°C para obtencdo do

extrato fluido seco. O extrato foi mantido congelado a -20°C.

Foto: Eduardo L. H. Giehl

Figura 11 - Detalhes das folhas de Casearia decandra (A) e Casearia sylvestris (B)

3.2.  ANALISES CROMATOGRAFICAS DOS EXTRATOS

3.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para verificagdo do perfil cromatogréfico foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) Varian Pro Star 310 (analitico), software Varian star Workstation, coluna
cromatografica C18 Pursuit® (250mm x 4,6mm, 5um), com loop de 20uL, detecgdo em luz

ultravioleta de () 242nm, fluxo de 0,6mL.min™ e a fase mével foi composta de: eluente A- agua
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milliQ (Millipore) com 0,1% &cido acético (CH;COOH; Merck); eluente B — metanol grau HPLC
(MeOH,Merck) e eluente C - acetonitrila grau HPLC (ACN, J.T.Baker).

As amostras dos extratos foram previamente diluidos em etanol na concentragdo 1mg/mL e
filtrados com filtro Millipore 0,45mm. O volume da injecédo foi de 20ul. A eluicéo foi realizada da
seguinte forma: Tempo 0 - 95% de A e 5% de C até 15min com 28% de A. De 16 a 55min com
28% de A até 68% de C e de 56 a 60min até 100% de C, totalizando 60 minutos de tempo total de

corrida.

3.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de
arranjos de diodos (CLAE — DAD)

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE — DAD) (Dionex P
680, quaternario, detector PDA UV/VIS), software Chromeleon, coluna analitica (Merck - Hibar®
250mm x 4,6mm, LiChrospher® 100 RP-18 (5um)). As amostras dos extratos foram previamente
diluidos em etanol na concentracdo 1mg/mL e filtrados com filtro Millipore 0,45mm. O volume da
injecdo foi de 20ul. A fase mével foi composta de: eluente A- agua milliQ (Millipore) com 0,1%
acido acético (CH3COOH; Merck); eluente B — metanol grau HPLC (MeOH,Merck) e eluente C -
acetonitrila grau HPLC (ACN, J.T.Baker). A eluicdo foi realizada da seguinte forma: Tempo O -
95% de A e 5% de C até 28% de A até 15min, de 16 a 55min de 28% de A até 68% de C e de 56 a

75min até 100% de C, totalizando 75 minutos de tempo total de corrida.

3.2.3. Cromatografia a Gas acoplada com espectrometro de massa (CG-MS)

Foram pesados 5mg dos extratos brutos e colocados em speedy vac (HETOVAC/ VR-1). O
material residual foi submetido a derivatizacdo acrescentando 150mL de piridina, 50mL de N,O-
Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50ml de hidroclorato de metoxialmina e, em seguida
incubado sob agita¢@o durante 1 hora a 75°C.

As amostras foram injetadas em um sistema GC-MS composto por um cromatégrafo a gas
Agilent GC 6890 series e um espectrometro de massas quadrupolo Agilent MSD 5973N (Agilent
Technologies, USA). A separacao cromatografica foi realizada com auxilio de uma coluna de 30m

HP5 com espessura de 0,25mm e filme de 0,25mm (Supelco, Bellfonte, USA). A temperatura de
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injecado foi de 230°C, a interface a 250°C, e a fonte de ions ajustada para 200°C. Hélio foi usado
como gés de arraste a uma taxa de ImL.min™". A andlise foi realizada utilizando o programa: 5min.
de aquecimento isotérmico (70°C), gradiente de temperatura de 5°C min™ até 310°C e um minuto
final de aquecimento a 310°C. O sistema foi entdo equilibrado por 6min a 70°C antes da injecdo
automatica da proxima amostra. O modo de ionizagdo foi por impacto eletrénico (70eV). Os
espectros de massas foram gravados a 2 scan s com uma taxa de scans de 50 a 650m/z. Os
cromatogramas de ions totais (TIC) e espectros de massas foram avaliados usando o programa
Chem Station (Agilent) e picos detectados foram comparados com dados da biblioteca NIST 08

Mass Spectral Library.

3.3. BIOENSAIO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

3.3.1. Preparacéao dos pré-inéculos

Os pré-inoculos foram previamente crescidos em placas de Petri (n=3). Foi inoculado um
disco de 2mm contendo o fungo no centro da placa de Petri sobre um papel celofane estéril (9cm
de didmetro) com meio de cultura BDA suplementado com p6 de bagaco de cana-de-acucar (O p6
do bagaco de cana-de-acucar foi adquirido atraves do peneiramento do préprio bagaco e
autoclavado dentro das proprias placas de Petri utilizadas (+ 0,5g por placa)), para estimular a
atividade das enzimas ligninoliticas, mantidos a 28 + 2°C durante 4 dias, até o0 micélio ocupar

cerca de 3/4 da placa.

3.3.2. Bioensaio da atividade antifungica dos extratos vegetais

Os extratos etandlicos das folhas foram pesados e diluidos em 10mL de alcool etilico PA. A
solugéo obtida de cada extrato foi homogeneizada em voértex e adicionada em 290mL de meio de
cultura BDA perfazendo uma concentracao final de 0,1, 0,01 e 0,001mg.mL" para cada extrato e
novamente homogeneizada (Jesus 2003, modificado). Da solugdo meio de cultura e extrato,
20mL foram vertidos em placa de Petri (9cm de didmetro). Apéds a solidificacdo do meio de cultivo
0s pré-indculos de micélio fungico (item 3.3.1) foram transferidos para as novas placas e mantidos

a 25°C + 2 durante 16 dias (Figura 12).
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Este mesmo procedimento foi realizado para os bioensaio dos controles, que consistiu na
preparacdo de placas de Petri sem a adicdo de extrato vegetal e controles com etanol. Todos 0s
tratamentos foram realizados com um controle. A avaliacdo do bioensaio foi por determinagéo do

crescimento micelial e da biomassa flungica.

Extratos diluidos em
10mLdeEtanol ——— ‘

290 mLde BDA

0,1 0,01 0,001

(mg.;nL'l) (mg.mL?) (mg.mL?)

V V

Membrana de Y
celofane &~/

Incubados a 25 °C
Periodo 16 dias

Figura 12 - Esquema ilustrativo do bioensaio antifingico em meio sélido (BDA, enriquecido com bagaco de
cana) utilizando membrana de celofane.

3.3.3. Determinacéo do crescimento micelial e biomassa fungica

A determinacao do crescimento micelial foi medido em (mm) com um paquimetro manual no
sentido horizontal e vertical da coldnia nos periodos de incubacdo. As medidas foram realizadas
nos tempos: 0 (considerou-se o dia em que os fungos foram transferidos para o meio de cultura
com extrato), 4, 8, 12 e 16 dias ap0s a incubacéo.

A partir do valor médio do crescimento micelial radial (mm), foi calculada a area (cm?) da
colénia do fungo de trés repeticdes. Com base no valor médio das areas (cm?) das coldnias dos
fungos, obtido no décimo sexto dia de incubacgdo, foi determinado o indice antifingico (IAF),

expresso em porcentagem, usando a formula descrita por Jesus et al. (2003).
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A biomassa flingica foi determinada por pesagem do micélio fresco coletado.

IAF = [1 — {Tratamento/Testemunha}]*100
3.4. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA LIGNINOLITICA
3.4.1. Extragdo enzimética do meio sélido

O extrato enzimatico bruto proveniente do cultivo em meio soélido foi obtido com solucéo
tampéo acetato de s6dio 50mM, pH 4,5 na propor¢ao de 1:3 (p/v) e homogeneizado manualmente
com bastdo de vidro por 3min., seguida de agitagdo em mesa agitadora (TECNAL /TE - 140) a
120rpm durante 1 hora (Moreira-Neto 2006, modificado). O material extraido foi filtrado a vacuo
sobre papel de filtro em funil de porcelana acoplado a um Kitassato. Foram realizadas extracées
enzimaticas nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 dias de incubacdo. O filtrado foi utlizado para a
determinacdo da atividade enzimatica da lacase, fenoloxidase, manganés peroxidase e para a

guantificacdo de proteinas totais extracelulares (item 3.7).

3.4.2. Lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidagdo do substrato ABTS (acido 2,2 -azino-
bis-(3-etilbenzotiazol-6- sulfénico) (¢ = 36000M™*cm™) medida pela variacdo da absorbancia a
420nm, durante 10min em espectrofotdmetro (HITACHI / U — 2001), a temperatura ambiente,

segundo método descrito por Machado & Matheus (2006).

A mistura reacional (1mL) contém:

° 250uL de tampéao citrato-fosfato 50mM, pH 4,0;
o 600puL de substrato (extrato enziméatico);

. 50uL de agua deionizada;

° 100uL de solugdo de ABTS 5mM.

A reacdo teve inicio pela adicdo do ABTS. Uma unidade enzimética correspondeu a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1umol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi

calculada segundo a equacao:
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Atividade (UL™) = AAuzo Vi/ €420 Va dt

Onde:

AA4,o: Diferenca na intensidade da absorbancia no A= 420nm.
V,: Volume da amostra (mL)

V¢: Volume total dos reagentes (mL)

€420 Coeficiente de absor¢cdo molar a 420nm

d: Caminho 6ptico (cm)

t: tempo de reacéo (min.)

3.4.3. Fenoloxidase

Determinada pelo mesmo método descrito para lacases (item 3.4.2) com adicdo do

perdxido de hidrogénio (H,O,) em substituicdo da dgua deionizada.

3.4.4. Peroxidases

A determinacd@o das peroxidases totais foi dada pela diferenca entre a oxidag&o total do

ABTS e a atividade de lacase (Eggert et al. 1996).

3.4.5. Manganés peroxidase (MnP)

Determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol ((e = 4460M™*cm™), segundo método

descrito por Kuwahara et al. (1984).

A mistura da reacdo continha em 1mL:

o 300pL de solucédo A (tampao succinato de sodio 0,2M pH 4,5; lactato de sédio 0,1M e
albumina bovina 0,5%);

o 50puL de solugao de sulfato de manganés (MnSO,) 2mM;
o 500uL de extrato enzimatico;
o 50uL de solugao de peroxido de hidrogénio (H,0,) 2mM;

° 100pL de solugao de vermelho de fenol 0,1%.
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A reacdo teve inicio pela adi¢cdo do perdxido de hidrogénio e foi feito acompanhamento da
variagdo da absorbancia a 610nm, em intervalos de 2min. durante 10 min., a temperatura
ambiente. A reacao foi interrompida com adicdo de 50uL de solucdo de hidroxido de sédio 2N.
Uma unidade enzimatica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1uMol de
substrato por minuto.

A partir das absorbancias obtidas no intervalo de 10min. foram construidos graficos para
determinacao do coeficiente angular da reta. Os graficos com coeficientes de correlacao linear (r2)

maiores ou iguais a 0,90 foram considerados.

3.5. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA INTRACELULAR
RELACIONADAS A MORFOGENESE E AO ESTRESSE OXIDATIVO

3.5.1. Obtencdo do extrato proteico

Para obtencdo do extrato proteico o micélio foi macerado na presenca de nitrogénio liquido,
seguido pela adicdo de tampéo fosfato de potassio 100mM (pH 7,5) contendo 1mM de EDTA e
3mM de ditiotreitol (DTT), na proporcéo de 5mL.g™ de micélio fresco. O material foi centrifugado a
4°C durante 30min. a 4.000rpm sendo o sobrenadante (extrato proteico) coletado e armazenado a
-20°C (Fialho 2008). Os extratos proteicos foram utilizados para a determinac@o das atividades

enzimaticas intracelulares e quantificac@o proteinas totais intracelulares.

3.5.2. Quitinase

A atividade da quitinase foi determinada pelo método de Hackman & Goldberg (1964), pela
guantificacdo espectrofotométrica do Remazol Violeta Brilhante liberado de Chitin Azure (SIGMA).

A mistura de reacao continha:

o 100uL do extrato proteico;
o 100pL da solucdo de substrato (tampéo fosfato de s6dio 100mM (pH 6,8) e chitin

azure 2mM).
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A reacao desenvolveu-se por 2h a 40°C sob agitagdo, a reagdo foi paralisada através de
resfriamento no gelo por 5min.,, em seguida foi centrifugada a 10.000g durante 5min. O
sobrenadante foi retirado e colocado em microplaca e as leituras foram realizadas em leitor de
Elisa & 550nm. A atividade enzimética especifica foi expressa em unidades de absorbancia h*mg™

de proteina.

3.5.3. B-1,3-glucanase

A atividade foi determinada pela quantificacéo colorimétrica da glicose liberada do substrato

laminarina pelo método descrito por Abeles & Foence (1970).

A mistura de reacao continha:

. 150uL de solucdo de substrato (tampédo acetato de sédio 100mM (pH 5,0) e
Laminarina 1%);

. 100uL do extrato proteico.

Apés incubacéo durante 2h a 40°C, a reacao foi paralisada através da adicdo de 250uL do
reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS), e a solucdo foi aquecida em banho de 4gua fervente
por 5min.. O reagente ADNS é utilizado para a dosagem dos acucares redutores liberados,
conforme descrito por Miller (1959). Apds o resfriamento em gelo, o volume da solugéo foi
completado para 1,5mL com &gua destilada, homogeneizada e determinada a absorbéncia a
540nm, contra branco apropriado. As leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrédo de
glicose, e a atividade enzimatica especifica foi expressa em mg de glicose liberada h™* mg™ de

proteina.

3.6. DETERMINACAO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

3.6.1. Catalase (CAT)

A atividade foi determinada espectrofotometricamente a 25°C conforme descrito por Beers &

Sizer (1952).

A mistura de reacao continha:
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. 2,9mL de solucdo de substrato (H,O, 0,036% em tampao fosfato de sdédio 100mM
(pH 6,8);
. 0,1mL de extrato proteico.
A reducdo da absorbancia a 240nm, resultante da decomposicdo do H,O,, foi monitorada
durante 1min.. A atividade enzimatica especifica foi expressa em unidades (U) mg™ de proteina
sendo uma unidade (U) correspondente a decomposicéo de 1umol de H,O, por min nas condi¢fes

de ensaio.

3.6.2. Glutationa Redutase (GR)

A atividade da glutationa redutase foi determinada a 30°C como descrito por Azevedo et al.

(2002) com modificacdes.

A mistura de reacao continha:

. 1mL de tampéao fosfato de potassio 100mM (pH 7,5);
o 0,5mL de DTNB 3mM;

o 0,1mL de NADPH 2mM;

o 0,1mL de GSSH 2mM;

° 0,1mL de extrato proteico;

A reacdo é iniciada pela adicdo do extrato proteico. A reducdo da glutationa oxidada foi
monitorada a 412nm durante 1 minuto. Os valores de atividade especifica foram expressos em U
mg™ de proteina, onde uma unidade (U) corresponde a 1pmol de GSSG reduzida por min. nas

condig¢bes de ensaio.

3.7. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Os extratos obtidos nos itens 3.4.1 e 3.5.1 foram utilizados para a quantificacdo de proteinas
totais extracelulares e intracelulares. A quantificacdo de proteinas nos extratos foi realizada
segundo o método de Bradford (1976). Em microplaca de Elisa, foram adicionados 120pL de 4gua
destilada, 40uL de extrato proteico e 40uL de reagente de Bradford (BioRad) e incubados por
5min. Em seguida foi determinada a absorbancia a 595nm em leitor de Elisa. Como padrao foi

utilizado albumina de soro bovino (ASB).
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3.8. ANALISE MORFOLOGICA DOS FUNGOS POR MICROSCOPIA OPTICA

As microestruturas foram analisadas segundo as recomendacdes de Teixeira (1995) e
coletadas na zona de avanco do micélio (Figura 13). Os cortes foram feitos a méao livre, com o0 uso
de lamina de metal. O fragmento do fungo a ser examinado foi montado entre lamina e laminula
em gota de solucdo de KOH a 3-4%. Para a visualizacé@o de estruturas hialinas, dificeis de serem
observadas, uma gota de KOH a 3-4%, combinada com uma gota de floxina a 1% foi utilizada para
melhor evidenciar as estruturas. Para as observac6es foi utilizado microscopio optico Leica DM

1000, utilizando o programa LAS-EZ.

Figura 13 - Regides da zona de avanco aonde foram analisadas as microestruturas morfolégicas dos fungos

estudados.

3.9. ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS

Os dados obtidos foram analisados usando o programa estatistico Statistica versdo 8.0. Os
resultados foram analisados quanto a variancia (ANOVA) (a < 0,05) e nos tratamentos com efeito

significativo as médias foram comparadas por teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises dos extratos vegetais em CLAE

Os perfis cromatograficos dos extratos brutos de C. sylvestris e C. decandra séo
apresentados nas Figuras 14 e 15. Foram observadas diferencas na composicdo quimica dos
extratos através dos picos majoritarios em diferentes tempo de retencdo. O extrato de C. sylvestris
apresentou 15 picos majoritarios (Tabela 1), ja o extrato de C. decandra apresentou 7 picos

majoritarios (Tabela 2).

Tabela 1 - Picos majoritarios detectados na andlise do extrato de C. sylvestris através de CLAE analitico com os

seus respectivos tempo de retencéo (Tr) e areas integrais dos picos (%).

Pico Tempo de retencéo (Tr - min) Area Integral do pico (%)
1 2,468 2,473
2 22,833 3,166
3 26,599 6,507
4 29,279 1,261
5 29,618 1,403
6 30,043 1,157
7 31,219 2,799
8 33,163 5,291
9 33,738 2,026
10 34,110 3,066
11 34,470 1,215
12 35,683 9,691
13 37,560 6,364
14 38,188 4,728
15 43,351 1,153

Tabela 2 - Picos majoritarios detectados na analise do extrato de C. decandra através de CLAE analitico com os

seus respectivos tempo de retencgéo (Tr) e areas integrais dos picos (%).

Pico Tempo de retencao (Tr - min) Area Integral do pico (%)
1 10.401 74,794
2 18.442 4,700
3 20.258 3,631
4 21.225 13,403
5 22.705 7,932
6 23.981 5,803
7 33.871 16,742
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Figura 14 - Cromatograma do extrato de C. sylvestris obtido por CLAE analitico, os nimeros de 1 a 15 indicam os picos majoritarios apresentados na Tabela 1. Condi¢des
cromatogréficas: fase mével composta por 0,1% de acido acético em agua e acetronitrila, fluxo de 0,6 mL/min, coluna C18 Pursuit® (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) e detector a 254

nm.
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Figura 15 - Cromatograma do extato etandlico de C. decandra obtido por CLAE analitico, os nimeros de 1 a 7 indicam os picos apresentados na Tabela 2. Condi¢bes
cromatogréficas: fase mdvel composta por 0,1% de acido acético em agua e acetronitrila, fluxo de 0,6 mL/min, coluna C18 Pursuit® (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) e detector a 254
nm.
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4.2. Analise dos extratos vegetais em CLAE - DAD

A mesma amostra de C. sylvestris foi submetida a andlise em CLAE — DAD e os dados sao

apresentados na Figura 16 e Tabela 3. A Figura 16 mostra a expansdo do cromatograma nos Tr

entre 20 — 48min., onde foram observados o maior nimero dos picos cromatograficos e a Tabela 3

mostra todos os picos cromatograficos detectados na analise com Tr e area relativa (%). O pico

cromatografico com maior area relativa (10,79%) ocorreu com Tr de 25,50 min. e o0 espectro na

regido de UV (Anax = 242) (Figura 17) € muito semelhante para diterpenos. Grupos de picos com

absorcbes caracteristicos para flavonéides foram observados nos Tr (min.) 29,77, 31,19, 32,43 e

33,09 com espectros na regido de UV (Ana) Na faixa de 303 — 385nm caracteristicos da banda I.

Sequencia C sylvestris #1

C sylvestris

UV VIS 2

mAU

18 - 33,088

WWVL:254 nm)|

22 - 39,754 23 - 45 964

’

Figura 16 - Expanséo do cromatograma do extrato de C. sylvestris entre os Tr 20 — 48min obtido através de

CLAE — DAD. A fase mével foi composta de: eluente A - 0,1% de &cido acético em agua ultrapura, eluente B —

metanol e eluente C - acetonitrila.
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Tabela 3 - Picos detectados na analise do extrato de C. sylvestris através de CLAE — DAD com 0s seus

respectivos tempo de retengdo (Tr) e abundancia relativa (%)

Tempo de retencédo Absorgdo naregido

Pico (Tr - min) Rel. Area (%) do UV (Ana)
1 1,72 2,23 na
2 2,19 4,03 340
3 2,46 3,47 na
4 3,20 1,44 264,9
5 3,49 4,10 na
6 5,41 2,12 na
7 10,40 1,64 na
8 15,51 0,83 na
9 22,43 0,80 na
10 25,50 10,79 242,7
11 26,44 2,48 na
12 28,13 2,23 242
13 28,74 2,41 na
14 29,77 2,97 265, 295, 345
15 31,19 5,97 255, 365
16 31,86 1,93 246
17 32,43 0,95 256, 347
18 33,09 4,17 257, 357
19 34,54 1,41 na
20 35,18 2,06 na
21 35,86 5,46 na
22 39,75 3,97 na
23 45,97 8,11 na
24 52,42 1,20 255
25 53,78 2,28 na
26 55,46 2,00 na
27 57,22 0,80 na
28 58,78 0,87 na
29 59,38 1,11 na
30 64,54 9,02 na
31 65,74 3,39 222
32 67,00 3,77 na
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Figura 17 - Espectro no UV do pico 10 (Tr = 25,5 min) relativo ao diterpeno no cromatograma do extrato de
C. sylvestris.

4.3. Analise dos extratos vegetais por GC — MS

Ap6s as andlises obtidas por CLAE — UV e CLAE — DAD os extratos foram analisados por
GC-MS para obtencdo dos espectros de massas e padrdo de fragmentacdo. Comparando 0s
dados das andlises com os dados de fragmentacdo da biblioteca NIST e dados da literatura foi
possivel sugerir a identificacdo dos compostos majoritarios presentes nos extratos. A Figura 18
mostra os cromatogramas obtidos por GC — MS dos extratos etandlicos e as Tabelas 4 e 5
mostram as caracteristicas dos compostos identificados. Para o extrato de C. sylvestris foram
identificados 10 picos majoritarios e para o extrato de C. decandra foram identificados 14 picos

majoritarios.
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Figura 18 - Cromatogramas dos extratos de C. sylvestris (A) e C. decandra (B), obtidos por CG — MS, indicando
0s picos majoritarios. Os numeros correspondem aos compostos indicados nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Compostos identificados com % de probabilidade de acordo com a biblioteca NIST, Tr (min), pesos e férmulas moleculares e ions fragmentos (m/z) detectados na

ordem decrescente de abundancia relativa (%) do extrato de C. sylvestris.

PICO COMPOSTO Probabilidade (%) NIST Tr=min PM FORMULA m/z
1 Trimetilsilil éter de glicerol 85,8 15.165 308 C;,H3,03Sis 147 (100), 205, 133, 117, 103, 75, 218, 148, 59
2 nao identificado Ni 19.492  ni ni 82 (100), 172, 75, 173, 274, 67, 83, 59, 74
3 acido malico 43,4 20.849 350 C;3H3005Sis 147 (100), 75, 133, 233, 74, 245, 55, 148, 101
4 Arabitol 24,8 26.436 512 CyHs,05Sis 204 (100), 147, 306, 217, 205, 103, 319, 191, 307
5 D-Ribofuranose 23,0 28.384 438 Ci/H,;0sSi, 217 (100), 147, 218, 74, 103, 75, 219, 257, 129
6 D-Ribofuranose 15,0 28.234 438 Ci/H,;0sSi, 217 (100), 147, 218, 74, 103, 75, 219, 257, 129
7 nao identificado Ni 29.387  ni ni 345 (100), 255, 204, 147
8 glucitol (sorbitol) 17,5 29.947 614 CyHg:06Sis 103 (100), 319, 205, 307, 133, 305, 308, 291, 320
9 acido D-gluconico 92,6 32.165 628 CaHoO:Sis 147 (100), 333, 292, 205, 103, 217, 305, 319, 204
10 Mio-Inositol 73,2 33.648 612 CpHeoO6Sis 147 (100), 305, 217, 318, 204, 291, 191, 306, 74

* 0 pico [m/z = 73 (CHs),Si] aparece em todos os espectros de massas ndo foi acrescentado na tabela, porque é um pico caracteristico de fragmentacdo de compostos

silanizados.
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Tabela 5 - Compostos identificados com % de probabilidade de acordo com a biblioteca NIST, Tr (min), pesos e férmulas moleculares e ions fragmentos (m/z) detectados na

ordem decrescente de abundancia relativa (%) do extrato de C. decandra.

PICO COMPOSTO Probabilidade (%) NIST Tr=min PM FORMULA m/z
1 Trimetilsilil éter de glicerol 90,3 15.235 308 Cy;H3,05Sis 147 (100), 205, 133, 117, 103, 75, 218, 148, 59
2 acido propandico 89,7 16.806 322 C;,H3004Si; 147 (100), 292, 189, 133, 75, 103, 205, 293, 117
3 Hidroquinona 76,5 18.429 254 C;,H»,0,Si; 239 (100), 254, 73, 240, 255, 241, 256, 112, 223, 75
4 D-Frutose 38,2 26.764 569 CyHs5NOgSis 75 (100), 147, 217, 103, 307, 133, 204, 289, 248
5 Arabinofuranose 17,0 27.696 438 C;7H405Si, 217 (100), 75, 147, 103, 218, 257, 393, 74, 133
6 B-D-Galactofuranose 41,8 28.355 540 C,Hs5,06Sis 217 (100), 147, 218, 74, 75, 103, 257, 219, 191
7 D-Ribofuranose 21,8 28.501 438 C;7H4,05Siy 217 (100), 147, 218, 74, 103, 75, 219, 257, 129
8 d-Erythrotetrofuranose 21,7 29.086 336 C;3H3,0,4Si; 147 (100), 217, 218, 133, 75, 191, 74, 103, 129
9 Arabitol 12,0 30.070 512 CyHs,05Sis 204 (100), 147, 306, 217, 205, 103, 319, 191, 307
10 Glucopiranose 20,3 31.890 540 C,;Hs,06Sis 204 (100), 147, 191, 217, 205, 74, 74, 206, 129
11 Mio-Inositol 67,8 33.752 612 Cy4HgoO6Sis 147 (100), 305, 217, 318, 204, 291, 191, 306, 74
12 acido cinamico 98,9 34.185 396 CigH3,04Si3 396 (100), 219, 397, 381, 191, 220, 398, 249, 75
13 Hydroquinona glicosilada 19,3 41.956 560 Cy4H450,Siy 182 (100), 254, 167, 75, 89, 183, 74, 255, 181
14 acido cinamico 90,4 49.791 396 CigH3,0,Sis 396(100), 219, 397, 381, 191, 220, 398, 249, 75
15 B-sitosterol 77,0 51.312 486 C3Hs5g0s; 129(100), 75, 357, 57, 396, 133, 207, 119, 55

* 0 pico [m/z = 73 (CHs),Si] aparece em todos os espectros de massas ndo foi acrescentado na tabela, porque é um pico caracteristico de fragmentacdo de compostos

silanizados.
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4.4, Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre o crescimento
micelial e produgédo biomassa

Através dos resultados obtidos pelas curvas de crescimento dos fungos degradadores de
madeira expostos aos extratos de C. sylvestris e C. decandra (Figura 19) foi possivel determinar
os indices antifungicos conforme apresentado nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

O extrato de C. sylvestris inibiu o crescimento das col6nias fungicas. A analise estatistica
dos dados mostrou que ha diferencas significativas entre as médias das areas das col6nias (cm?)

dos fungos em relacdo aos controles (P = 0,000).

Tabela 6. ndice antifingico (IAF%) da coldnia dos fungos expostos ao extrato de C. sylvestris.

INDICE ANTIFUNGICO (IAF%)

Fungo Tempo (dias) Concentragdo (mg/mL)
0,1 0,01 0,001
£ g 4 47,77 46,85 49,89
£ S 8 40,18 44,24 34,93
S = 12 28,59 32,89 15,64
16 15,32 18,70 8,78
§ § 4 77,42 77,20 78,19
g3 8 76,42 77,48 76,20
25 12 71,12 72,50 70,23
16 71,63 70,12 66,67
g 2 4 78,69 79,13 74,39
3 5 8 76,96 75,32 79,02
§ 3 12 79,78 79,76 79,67
16 76,10 76,59 69,56
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Figura 19 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra no crescimento micelial dos fungos, durante 16 dias de cultivo em meio BDA + p6 de bagaco de cana-de-agUcar

a 25°C. O Tempo 0 indica 0 momento em que a colénia fungica (4 dias de crescimento) foi transferida para novo meio na presenga do extrato ( ...[]..... Controle; ---- @--- 0,1;
-A-- 0,01; -4 .-0,001).
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O fungo T. villosa apresentou inibicdo média de 49% no seu crescimento nos primeiros 4
dias ap6s a transferéncia ao extrato em todas as concentra¢des avaliadas. Essa taxa de inibigédo
foi sendo reduzida ao longo do periodo experimental atingindo aproximadamente 14% de média
entre as concentracdes. O fungo P. sanguineus foi consideravelmente inibido durante todo o
tempo de cultivo, com indices antifiingicos de quase 80% em todas as concentragdes. O fungo G.
australe também se mostrou altamente susceptivel ao extrato de C. sylvestris sendo inibido em
77% em todas as concentrac6es durante os 16 dias de cultivo.

O maior indice de inibicdo do crescimento micelial dos fungos ocorreu nos primeiros 4 dias
de exposicdo ao extrato, onde se observou a paralizacdo do crescimento de todos os fungos
quando expostos ao extrato. Nos tempos seguintes 0s fungos apresentaram taxa de crescimento
consideravelmente reduzida.

Os dados da atividade antifingica do extrato de C. decandra testado frente aos fungos
degradadores de madeira é apresentado na Tabela 7. Observou-se nas culturas que o micélio dos
fungos expostos ao extrato cresceram mais ralos, com espacamento entre as hifas, ao contrario

dos controles onde o micélio era denso (ANEXOS 6, 7 e 8).

Tabela 7 - indice antifngico (IAF%) da colénia dos fungos expostos ao extrato de C. decandra.

INDICE ANTIFUNGICO (IAF%)

Fungo Tempo (dias) Concentragdo (mg/mL)
0,1 0,01 0,001
8 S 4 16,59 17,45 24,95
£ S 8 7,44 16,39 5,87
s 12 3,50 4,81 2,72
16 3,81 4,47 3,15
§ § 4 21,96 16,50 20,20
§' 3 8 17,57 12,26 8,68
5 § 12 0,69 0,03 0,21
16 1,89 1,30 0,16
]
g L 4 58,49 46,96 41,05
3 g 8 40,97 33,74 31,06
§ 3 12 24,96 12,48 31,81
16 28,64 2,70 14,85
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O extrato de C. decandra inibiu o crescimento micelial dos fungos, no entanto, o efeito
inibitério foi menos pronunciado visto que os fungos cresceram e ocuparam a area total da placa
apos 16 dias de cultivo, embora em velocidade reduzida quando comparado ao controle. A andlise
estatistica mostrou diferencas significativas entre os tratamentos e o controle (P = 0,000), mas nao
houve diferenca entre os tratamentos quando comparados entre si. Todos os fungos apresentaram
maior indice de inibicdo do crescimento apenas nos primeiros quatro dias ap0s a exposi¢cao ao
extrato.

O fungo T. villosa e P. sanguineus apresentaram a maior taxa de inibicdo nos primeiros 4
dias de exposi¢édo, em média de 20 e 21%, respectivamente, nas trés concentra¢fes avaliadas. Ja
o fungo G. australe foi o que mostrou a maior inibicdo quando exposto ao extrato de C. decandra.
Apo6s 4 dias o crescimento micelial foi reduzindo em aproximadamente 50% quando comparado ao
controle.

O efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a producéo de biomassa fungica
também foi avaliado sendo os dados obtidos apresentados na Figura 20. Foi constatada a reducéo
na producdo de biomassa, sendo tal efeito mais evidente do que o observado em relacdo ao
crescimento micelial.

Para os trés fungos estudados houve diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes
do extrato de C sylvestris em relagdo ao controle (P = 0,000), no entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativamente entre as trés concentracdes avaliadas (P = 1,000). Com
relac@o ao tempo de cultivo houve diferencas significativas para os controles e os tratamentos (P =
0,000). O fungo T. villosa apresentou maior inibicdo da biomassa apds 8 dias de cultivo, em média
94% em relacdo ao controle. O fungo P. sanguineus teve maior redu¢éo da biomassa apds 12 dias
sendo observada uma inibicdo média de 93%. Ja para G. australe a producdo de biomassa foi

reduzida em 97% nos quatro primeiros dias de exposi¢éo ao extrato.
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Figura 20 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra na producao de biomassa dos fungos, durante 16 dias de cultivo em meio BDA + pé de bagaco de cana-de-
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Apesar dos fungos terem colonizado toda a placa até o término do experimento quando
expostos ao extrato de C. decandra, observado os dados de biomassa fresca, foi verificado altos
indices de inibicdo durante todo o tempo de incubacdo. Ndo houve diferencas significativas entre
as diferentes concentragfes do extrato (P = 1,000), mas por outro lado houve diferenca em
relacdo ao controle (P = 0,000). A biomassa flngica de G. australe foi reduzida em 95% e os
fungos T. villosa e P. sanguineus tiveram a sua biomassa reduzida em 90% durante os 16 dias de

cultivo na presenca do extrato de C. decandra.

45. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre sintese de

proteinas

A concentracdo de proteinas extracelulares presentes no meio de cultivo dos fungos
apresentou alteragcBes significativas durante a exposicdo ao extrato em relacdo ao controle. A
secrecdo de proteinas para meio extracelular foi maior nos tratamentos em todas as
concentractes (Figura 21). O extrato de C. sylvestris causou aumento na secrecdo de proteinas a
partir do quarto dia, sendo que para o fungo P. sanguineus a maior elevacdo de secrecdo ocorreu
no Tempo 8 com 82% em média entre as concentracdes. Para o fungo T. villosa essa secrecéo
s6 foi evidenciada a partir do Tempo 12 com aumento de 40% nos tratamentos com o extrato em
relac@o ao controle. Com o fungo G. australe a maior secre¢do de proteinas ocorreu no Tempo 12
com aumento em média de 56% entre os tratamentos.

O extrato de C. decandra causou aumento na secre¢do de proteinas extracelulares em
relac@o ao controle de forma evidente nos periodos finais de cultivo dos fungos, o fungo T. villosa
no Tempo 12 aumentou em média 48% a secre¢do de proteinas nos tratamentos. Com o fungo P.
sanguineus a secrec¢do de proteinas so6 foi maior que no controle no Tempo 8 com média de 32%
entre os tratamentos. O fungo G. australe em média aumentou 88% no Tempo 16 em todos os
tratamentos.

Estatisticamente ndo houve diferenca significativa para nenhum dos fungos quando os
dados foram confrontados em relagcdo aos tratamentos (P = 0,917) e tempo de incubacado (P =
0,047).

A quantificacdo de proteinas intracelulares mostrou que a sintese de proteinas foi reduzida
nos tratamentos quando comparados com os controles (Figura 22).
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A reducao foi de 40 e 80% ap06s os primeiros quatro dias de exposi¢do na presenca do
extrato de C. sylvestris para os fungos P. sanguineus e G. australe, respectivamente. O fungo T.
villosa ndo apresentou reducdo significativa na sintese de proteinas (P = 1,000) em relacdo ao
controle.

Em relacdo ao extrato de C. decandra os fungos T. villosa e G. australe tiveram inibicdo de
61 e 53% no Tempo 8 o nivel de proteinas intracelulares para esses dois fungos na presenca do
extrato permaneceram baixos em relacdo ao controle durante todo o periodo de cultivo. Ja o
fungo P. sanguineus apresentou leve aumento na sintese proteica entre 4 e 8 dias de tratamento

(17 e 25% de aumento, respectivamente).
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Figura 21 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a concentracdo de proteinas extracelulares presentes no meio de cultivo dos fungos durante 16 dias em
meio BDA + p6 de bagaco de cana-de-acUcar a 25 + 2°C. O Tempo 0 indica 0 momento em que a colbnia fungica (4 dias de crescimento) foi transferida para novo meio na
presenca do extrato ( ....[].... Controle; ----@-----0,1; - -A-- 0,01; ---¢ . —0,001).
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Figura 22 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a concentragdo de proteinas intracelulares dos fungos cultivados durante 16 dias em meio BDA + p6 de
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4.6. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade das

enzimas ligninoliticas

Foi determinada no presente estudo a influéncia dos extratos de C. sylvestris e C. decandra
sobre a atividade das enzimas extracelulares relacionadas a degradacdo da madeira MnP, lacase,
fenoloxidases e peroxidases, respectivamente (Figuras 23, 24 e 25). Para todas as enzimas
estudadas nédo foi verificada diferenca significativa entre as concentracdes dos extratos de C.
sylvestris (P = 1,000) e C. decandra (P = 1,000), nos trés fungos avaliados. A atividade de
peroxidases ndo foi detectada nos extratos enzimaticos dos fungos (Anexo 1).

A atividade méaxima da enzima MnP no fungo T.villosa foi verificada no tratamento controle
ap6s 16 dias de crescimento. JA& na presenca do extrato de C. sylvestris, a atividade foi
significativamente reduzida em 82 e 89%, apds 4 e 8 dias de exposicdo, respectivamente, em
todas as concentracfes. O fungo P. sanguineus exposto ao mesmo extrato também teve sua
atividade enzimética inibida. A maior atividade da MnP foi observada aos 12 dias de incubacéo
com 2,91 UL™ no tratamento controle. Nas diferentes concentracdes ndo houve pico de atividade
maxima, mostrando a inibicdo da enzima durante todo o tempo de incubacdo. Para o fungo G.
australe apesar da atividade da MnP ter sido muito baixa, o controle apresentou pico de atividade
com 16 dias de incubacéo de 2,0UL™. A atividade da enzima foi inibida na presenca do extrato de
C. sylvestris quando comparado com o controle.

A atividade da enzima lacase também foi reduzida apds a exposicdo ao extrato de C.
sylvestris. O fungo T. villosa mostrou uma reducdo em média de 89%, em todas as concentracdes.
O pico de atividade da enzima ocorreu com 8 dias e posteriormente decresceu em relagcdo ao
tempo. Com o fungo P. sanguineus a atividade da lacase apés a transferéncia para placas com
extrato foi reduzida em média 97% nas concentragdes a partir do Tempo 8. A cinética de
producdo da lacase durante o experimento foi exponencial, isto €, ndo mostrou pico maximo de
atividade nas placas controle durante os 20 dias de incubacdo, com atividade até 303,26UL™.
Para o fungo G. australe a maior producdo de lacase ocorreu apds 12 dias de tratamento
(801,91UL™) na auséncia do extrato. No entanto a atividade sofreu inibicdo superior a 90%
durante os 16 dias de cultivo quando na presenca do extrato de C. sylvestris. Ndo foram

encontradas diferencas significativas (P = 1,000) entre as trés concentracdes do extrato.
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A atividade fenoloxidase em T. villosa no tratamento controle permaneceu praticamente
constante entre 4 e 12 dias com tendéncia de queda no decorrer do tempo. No entanto, a
atividade enzimatica foi reduzida em aproximadamente 90% durante os 16 dias de incubacao
guando na presenca do extrato. O efeito do extrato sobre a atividade enzimatica em P. sanguineus
foi mais drastico sendo verificada, em média, 99% de inibicdo. Em condig8es fisiolégicas normais
a atividade enzimética cresce até 12 dias de cultivo e em seguida a atividade decresce
significativamente. O fungo G. australe também teve a atividade severamente afetada pelo extrato
de C. sylvestris, A atividade foi reduzida em 97% nos primeiros 4 dias de tratamento. Nas placas
controle o pico de atividade ocorreu apos 12 dias de incubacéo.

Os ensaios enzimaticos realizados com o extrato de C. decandra mostraram respostas
distintas na producé@o das enzimas. Em relacdo a MnP em T. villosa os dados mostraram que o
extrato inibiu a producdo da enzima apenas entre 4 e 8 dias. Apds 12 dias houve significante
aumento da atividade. Ja os fungos P. sanguineus e G. australe tiveram a producdo MnP
consideravelmente afetada durante os 16 dias de cultivo, atingindo 100% de inibicdo no caso de
G. australe.

A atividade da lacase nos fungos T. villosa e P. sanguineus apresentou leve tendéncia de
inibicdo entre 4 e 8 dias, no entanto, ap6s esse periodo a atividade lacase foi de modo geral
estimulada devido ao extrato.. Apenas o fungo G. australe teve sua atividade lacase fortemente
inibida até o final do periodo de cultivo. Comportamento bem similar foi observado em relagdo a
andlise da atividade fenoloxidase nos trés fungos estudados. A producdo enzimética se elevou nos
periodos finais de cultivo, entre 12 e 16 dias, em T. villosa e P. sanguineus. Ja G. australe
apresentou maior sensibilidade com relacdo a producédo de fenoloxidases na presenca do extrato

de C. decandra.
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Figura 23 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a enzima MnP dos fungos cultivados em meio BDA + p6 de bagaco de cana-de-acUcar durante 16 dias a
25 + 2°C. O Tempo 0 indica 0 momento em que a col6nia fungica (4 dias de crescimento) foi transferida para novo meio na presenga do extrato ( .... .. Controle; ----@-----

0,1; - -A- - 0,01; -4 - . —0,001).
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Figura 24 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a enzima lacase dos fungos cultivados em meio BDA + p6 de bagaco de cana-de-acUcar durante 16 dias a

25 + 2°C. O Tempo 0 indica 0 momento em que a coldnia fungica (4 dias de crescimento) foi transferida para novo meio na presenga do extrato ( .... [].. Controle; ---- @----
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Figura 25 - Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a enzima fenolxidases dos fungos cultivados em meio BDA + pé de bagaco de cana-de-acUcar durante 16
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4.7. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade das

enzimas associadas a morfogénese

Foi determinada no presente estudo a influéncia dos extratos na concentracéo 0,1 mg mL™,
sobre a atividade das enzimas relacionadas ao desenvolvimento fangico (quitinase e B-1,3-
glucanase). Optou-se por avaliar os extratos apenas na concentracdo 0,1 mg.mL™ em virtude dos
resultados obtidos anteriormente ndo demonstrarem diferengas estatisticamente significativas
entre as trés concentracdes. Portanto, a partir dessa etapa do trabalho o efeito dos extratos foram
estudados apenas na concentragdo 0,1 mg.mL™.

Conforme pode ser observado na Figura 26, o extrato de C. sylvestris inibiu a producdo de
quitinase nos fungos T. villosa e G. australe. O fungo T. villosa teve sua atividade inibida durante
os 16 dias de incubacdo com média de 76% de inibicdo. Nas placas controle a atividade maxima
da enzima ocorreu com 12 dias, estatisticamente houve diferencas significativas das placas-
controle com o tratamento (P = 0,000) e os valores da atividade da enzima durante o tempo de
cultivo também mostrou diferencas significativas (P = 0,000). O fungo G. australe também
apresentou inibicdo da enzima durante todo o tempo de cultivo com média de 72%. Em condi¢des
fisioldgicas normais o fungo manteve a atividade enzimética praticamente constante até 12 dias de
cultivo e a partir de entdo a atividade decresceu, mas ainda mantendo niveis enzimaticos
superiores aqueles observados quando o fungo foi exposto ao extrato de C. sylvestris. O fungo P.
sanguineus ndo teve a atividade quitinase significativamente afetada embora seja possivel
observar uma tendéncia de estimulo na atividade enzimética na presenca do extrato
principalmente nos primeiros 4 dias.

O extrato de C. decandra induziu a producdo de quitinase nos fungos T. villosa e P.
sanguineus, em média 30 e 48%, respectivamente. No entanto, o pico de estimulo da atividade foi
observado apés 12 dias de tratamento com o extrato. De modo geral o fungo G. australe néo teve
a atividade quitinase afetada significativamente pelo extrato (P = 0,4468). Foi observado grande
oscilacdo no decorrer do tempo, mas ao final de 16 dias, a produgdo enzimética foi igual em

relacdo ao controle.
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Os resultados da determinacéo da atividade B-1,3-glucanase nos fungos T. villosa, P.
sanguineus e G. australe tratados com extrato de C. sylvestris e C. decandra sdo apresentados na
Figura 27.

O extrato de C. sylvestris ndo alterou significativamente a atividade enzimatica em T. villosa
guando comparado ao controle (P = 0,1548). Ja os fungos P. sanguineus e G. australe tiveram a
atividade mais elevada em relagéo ao controle (P = 0,000) ja nos primeiros 4 dias. Ao final de 16
dias a atividade B-1,3-glucanase era superior a 70% em relacdo ao controle para ambos o0s
fungos.

A exposicdo T. villosa e G. australe ao extrato de C. decandra também estimulou a atividade
B-1,3-glucanase dos fungos. No entanto, diferentemente de T. villosa, que apresentou reducdo na
producdo enzimatica apos 16 dias, o fungo G. australe tratado com o extrato apresentou niveis de
atividade superiores ao controle durante todo o periodo de cultivo. Com relagéo a P. sanguineus, a
atividade B-1,3-glucanase nao foi significativamente afetada pela exposicdo ao extrato de C.

decandra.
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4.8. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade das

enzimas associadas ao estresse oxidativo

A Figura 28 apresenta o efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade
CAT nos fungos T. villosa, P. sanguineus e G. australe. Os fungos T. villosa e P. sanguineus,
quando expostos ao extrato de C. sylvestris, apresentaram elevacdo estatisticamente significante
da atividade CAT (P = 0,000) no oitavo dia de tratamento (80 e 69% de aumento,
respectivamente). No entanto, a atividade da CAT declinou no decorrer do tempo, atingindo niveis
compativeis com aqueles observados nos fungos em condicdes fisiolégicas normais. O fungo T.
villosa quando ndo exposto ao extrato apresentou niveis relativamente baixos e constantes no
decorrer do tempo. Ja no caso de P. sanguineus, apesar de também apresentar niveis
relativamente baixos de CAT em condi¢des basais, foi observada uma tendéncia de aumento da
atividade (238,2 — 612,2 U mg™ proteina) com o envelhecimento da cultura.

O fungo G. australe, exposto ao extrato de C. sylvestris, respondeu ao tratamento
produzindo altos niveis de CAT. A producdo de CAT elevou-se linearmente até o décimo segundo
dia de cultivo e entdo a atividade decresceu no décimo sexto dia, mas ainda permaneceu elevada
em relacdo ao controle (P = 0,0000).

Os fungos tratados com extrato de C. sylvestris também foram analisados quanto a
producdo da enzima GR, sendo os resultados apresentados na Figura 29. O fungo T. villosa teve a
producdo de GR significativamente reduzida (P = 0,0459) quando exposto ao extrato,
principalmente apds 12 dias de cultivo. Diferentemente, P. sanguineus respondeu ao tratamento
através da elevacdo niveis de GR entre 8 e 12 dias (P = 0,000). O fungo G. australe também
apresentou maior atividade da GR quando exposto ao extrato de C. sylvestris, no entanto, os
niveis de GR foram superiores ao controle durante os 16 dias. O pico de producdo ocorreu o
oitavo dia, um aumento de 70% em relagéo ao controle. .

As enzimas CAT e GR também foram avaliadas nos fungos tratados com o extrato de C.
decandra (Figuras 28 e 29). No fungo T. villosa, a atividade CAT foi maior no tratamento controle
(P = 0,0000), apesar de a atividade cair progressivamente durante o envelhecimento da cultura.
No Tempo 4 a atividade foi 82% maior do que na cultura fngica exposta ao extrato, no entanto,
nos Tempos 12 e 16 a atividade ndo diferiu em relagdo ao tratamento com o extrato. A atividade

CAT na cultura tratada com o extrato ndo variou significativamente ao longo do tempo de
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crescimento, mantendo a atividade entre 61,8 — 59,2U mg'1 proteina. O fungo G. australe também
apresentou menor atividade CAT quando exposto ao extrato de C. decandra em relacdo ao
controle, chegando a ser 50% menor ao final de 16 dias de cultivo. No caso de P. sanguineus s6
foi observada alteragdo significativa apos 8 dias, quando a atividade CAT apresentou-se mais
elevada (44%) em relagdo ao controle. Nos demais tempos de exposi¢cédo nao foi possivel verificar
efeito significativo em relagdo ao controle.

Os resultados da determinacdo da atividade GR nos fungos G. australe, T. villosa e P.
sanguineus tratados com extrato de C. decandra sdo apresentados na Figura 29. Os resultados
demonstraram que esta via antioxidativa é afetada pelo extrato de C. decandra nos diferentes
periodos de crescimento dos fungos na concentracao testada.

O fungo T. villosa quando exposto ao extrato apresentou maior atividade da GR quando
comparado ao controle,, com excecdo do periodo de 8 dias, que nado foi significante
estatisticamente. Em média os niveis de GR foram 47% maiores que o controle durante os 16 dias
de cultivo. O fungo P. sanguineus s6 apresentou alteracdo da atividade GR apéds 12 dias de
exposicdo, com aumento de 54% em relacdo ao controle (P = 0,0000), e diminui apés 16 dias.
N&o foram observadas diferencas significativas da atividade enzimética com relacdo ao tempo de
tratamento (P = 0,4395).

A atividade GR no fungo G. australe foi superior nas placas tratadas com o extrato de C.
decandra em relagdo ao controle (P = 0,0000), sendo que essa diferenca de atividade foi mais
evidente nos primeiros 4 dias de exposi¢do, com 33% de aumento em relacdo ao controle. No
entanto, ao longo do periodo de cultivo houve um decréscimo da atividade, e ap6s 16 dias a

atividade GR passou a ser semelhante ao controle.
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4.9. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a morfologia
microscoOpica do fungos

Com o intuito de observar diferencas na morfologia da cultura dos fungos T. villosa e P.
sanguineus foram realizadas andalises microscopicas. Sendo assim, foram montadas laminas do
micélio na zona de crescimento ativo da col6nia dos fungos cultvados em meio BDA na presenca
dos extratos de C. sylvestris e C. decandra na concentracéo de 0,1 mg mL™. Como controle foram
analisados o micélio dos fungos ultivados na auséncia dos extratos.

O fungo T. villosa nas placas-controle do Tempo 4 apresentaram hifas generativas sem
ramificacbes de parede fina com ansas, espessura variando de 2,4 — 5 um, auséncia de
clamidésporos, artroconideos ou qualquer outra estrutura reprodutiva (Figura 30A). Nos Tempos 8,
12 e 16 foram observadas as mesmas caracteristicas com presenca de cristais (Figura 30C e
30E), sendo que e no Tempo 16 também observou-se hifas esqueléticas de parede retas com
espessura variando de 1,25 - 2,5 ym (Figura 30G).

A andlise de T. villosa exposto ao extrato de C. sylvestris no Tempo 4 mostrou que as hifas
se apresentavam ramificadas com muitas ansas e septadas. Interessante observar que 0s
segmentos das hifas estavam mais curtos e logo formavam ansas (Figura 30B). A espessura da
hifa variou de 2,5 — 5 ym. No Tempo 8 as hifas apresentaram possivel formacédo de ansas, mas
nao foram encontradas tais estruturas (Figura 30D) com segmentos pequenos bem ramificadas e
presenca de cristais, a espessura variou de 2,5 — 5um. Ja4 no Tempo 12 e 16 as hifas eram
tortuosas e com protuberancias, bem ramificadas com auséncia de esporos (Figura 30F e 30H).

No fungo P. sanguineus ndo exposto aos extratos, foi observado no Tempo 4 que as
haviam hifas generativas ramificadas com ansas com espessura de 5 um, presenca de cristais e
auséncia de esporos (Figura 31A). No Tempo 8, 12 e 16 observou-se hifas generativas
ramificadas com ansas, presenca de clamiddsporos terminais e intercalares, a partir do Tempo 12
foram observadas hifas esqueléticas, a espessura das hifas foi de 2,5 ym no Tempo 8 e variou de
1,25a 2,5 ym no Tempo 12 e 16 (Figuras 31C, 31E e 31G).

Na presenca do extrato de C. sylvestris, no Tempo 4, as hifas de P. sanguineus estavam
tortuosas bem ramificadas com ansas (ansas ndo bem formadas), segmentos menores (Figura
31B), com espessura de 2,5 — 5 ym. No Tempo 8 hifas tortuosas, ramificadas com possiveis

formagbes de ansas, presenca de clamiddsporos intercalares e terminais foram observadas
60



(Figura 31D). No Tempo 12 e 16 as hifas apresentaram as mesmas caracteristicas do Tempo 8
(Figura 31F e 31H).

Com extrato de C. decandra o fungo T. villosa ndo apresentou diferencas em relagdo ao
controle. Microscopicamente a formacdo das hifas e as caracteristicas da cultura ndo foram
alteradas (Figura 32). Mascroscopicamente as placas com o extrato os fungos cresceram com o
micélio mais espacado quando comparado com o controle e a borda da cultura ficou bem
algodonosa ap6s a linha de crescimento que ficou bem evidente quando transferido para placas
com o extrato (ANEXOS 7).

O fungo P. sanguineus exposto ao extrato de C. decandra apresentou diferenca nas
caracteristicas das culturas apenas no Tempo 4, onde foi observado a presenca de muitas ansas,

com hifas pouco tortuosas (Figura 33B).
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Figura 30 - T. villosa com extrato de C. sylvestris (aumento 400x). Tempo 4 — (a) Controle — hifas generativas
sem ramificagdes e ansas; (b) 0,1 mg.mL™ — hifas generativas ramificadas com muitas ansas; Tempo 8 — (c)
Controle — detalhe de uma hifa generativa com ansa, presenca de cristal; (d) 0,1 mg.mL™ — hifas tortuosas muito
ramificadas com formacdes de ansas; Tempo 12 — (e) Controle — detalhe de uma hifa generativa com ansa; (f)
0,1 mg.mL™? — hifas tortuosas; Tempo 16 — (g) Controle — detalhe das hifas esqueléticas; (h) 0,1 mg.mL™ —
detalhe das protuberéancias e hifas tortuosas.
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Figura 31 - P. sanguineus com extrato de C. sylvestris (aumento 400x). Tempo 4 — (a) Controle — hifas
generativas ramificadas com ansas; (b) 0,1 mg.mL™ — hifas tortuosas com muitas ramificacdes e ansas com
pequenos intervalos nas hifas; Tempo 8 — (c) Controle — hifas com clamidésporos intercalares e terminais; (d) 0,1
mg.mL™ — hifas tortuosas com clamidésporos intercalares, bem ramificadas com formagcées de ansas; Tempo 12
— (e) Controle — hifas generativas com clamidésporos e hifas esqueléticas; (f) 0,1 mg.mL™ — detalhes das hifas
tortuosas com ansas e clamidésporos terminais; Tempo 16 — (g) Controle — hifas esqueléticas (h) 0,1 mg.mL™ —
detalhes das hifas generativas tortuosas com ansas.
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Figura 32 - T. villosa com extrato de C. decandra (aumento 400x). Tempo 4 — (a) Controle — hifas generativas
pouco ramificadas com ansas e presenca de cristal; (b) 0,1 mg.mL™ — hifas pouco ramificadas com ansas e
presenca de cristal; Tempo 8 — (c) Controle — hifas ramificadas com ansas; (d) 0,1 mg.mL™ — detalhe das hifas
retas com ansas; Tempo 12 — (e) Controle — hifas generativas geralmente retas com ansas; (f) 0,1 mg.mL™ —
hifas generativas com ansas; Tempo 16 — (g) Controle — detalhe das hifas generativas com ansas; (h) 0,1 mg.mL"
! _ hifa reta com detalhe de uma ansa e mostrando a formac&o de ansas.
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Figura 33 - P. sanguineus com extrato de C. decandra (aumento 400x). Tempo 4 — (a) Controle — hifas
generativas ramificadas com ansas e presenca de cristal; (b) 0,1 mg.mL™ — hifas pouco tortuosas ramificadas
com muitas ansas e presenca de cristal; Tempo 8 — (c) Controle — hifas ramificadas com ansas e clamidésporos
intercalares; (d) 0,1 mg.mL™ — hifas retas, ramificadas com ansas; Tempo 12 — (e) Controle — hifas generativas
com clamidésporos intercalares e hifas esqueléticas; (f) 0,1 mg.mL™ — detalhe mostrando as hifas retas com
ansas e presenca de cristal; Tempo 16 — (g) Controle — hifas generativas e hifas esqueléticas (h) 0,1 mg.mL™ —

hifas generativas retas com ansas.
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5. DISCUSSAO

5.1. Extratos padronizados de C. sylvestris e C. decandra utilizados nos
ensaios antifungicos. Perfis cromatograficos obtidos por CG/MS, CLAE
e CLAE/DAD

Os extratos de C. decandra e C sylvestris foram obtidos de forma diferente e os resultados
das andlises cromatogréficas a gas (GC/MS) e liquida (HPLC/UV e DAD) confirmam que existem
diferencas na composicéo quimica dos dois extratos (Vieira Junior 2010).

Os perfis cromatograficos dos extratos C. sylvestris e C.decandra usando a tecnologia
CG/MS (Figura 18) mostraram as semelhancas e diferencas de tempo de retengdo e composi¢cao
guimica (Tabelas 4 e 5). Os compostos identificados comuns as duas espécies foram os agucares
da classe dos monossacarideos (D-ribofuranose, glucopinarose, galactofuranose) e os poliois
(acucares reduzidos), arabitol, glucitol e o mio-inositol.

No extrato de C. decandra os dois compostos hidroquinona e o B-sitosterol, j& isolados e
citados na literatura (Vieira Junior 2010) foram identificados nos tempos de retencdo Tr= 18,4
(77%) e 51,3 (76%), este detectado com baixa abundancia relativa. Os compostos identificados e
nao citados na revisdo da literatura foram: &cido propanéico, acido cindmico e a hidroquinona na
forma glicosilada. A tecnologia CG/EM foi eficiente para detectar a hidroquinona que pode ser uma
sugestdo para marcador quimico da espécie C. decandra.

No extrato de C. sylvestris (hidroalcéolico, 70% de agua e 30% de etanol) a presenca da
grande quantidade de agucares € justificada pelo método de extracdo. O pico cromatografico 2 no
Tr = 19,492 ndo identificado com base na biblioteca NIST. (Tabela 4), tem espectro de massas
com dados de m/z = 82 (100), 172, 75, 173, 274, 67, 83, 59, 74 que podem ser atribuidos de
acordo com a literatura aos ions fragmentos de diterpenos da classe dos clerodanicos com anel
furanico B-substituido. O pico base em m/z = 82 Da (Bohlmann et al. 1973, Wagner et al. 1978,
Torres 1985) pode ser atribuido a quebra em posicdo beta (B-fufurila) ao anel furnico. Estes
dados sugerem que o composto seja o &cido hardwickiic, sendo necessarios dados
espectrométricos para a confirmagdo da presenca desse composto no extrato. O pico 8 (Tr=

29,387min.) apresentou dados de massas (m/z = 345 (100), 255, 204 e 147) e néo foi identificado.
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A andlise (HPLC — DAD) identificou um pico cromatografico no Tr = 25,50min. com
cromoforos que absorvem nos comprimentos de onda maximo (Amay) de 242 e 326nm, com a
absor¢do de menor comprimento de onda (Anax=-241) semelhante a absorgéo observada para os
diterpenos com esqueleto da Caseobliquina A (241 — 280nm), (Figura 17) isolada de C. obliqua, e
muito diferentes das absor¢des observadas para os croméforos das casearinas (Amax = 233 €

235nm) isoladas e identificadas para C. sylvestris (Carvalho et al. 2009, Vieira JUnior 2009).

5.2. Efeito dos extratos de C.sylvestris e C.decandra sobre o crescimento

micelial e produgdo biomassa

O cultivo dos fungos durante os 4 dias de pré-inoculacdo permitiu o crescimento fangico
ocupando nesse periodo 50% da area disponivel na placa. Nessas circunstancias é considerado
gue os fungos estavam em pleno desenvolvimento e apresentavam todo o sistema enzimatico em
pleno funcionamento, incluindo enzimas capazes de atuar na degradacdo de compostos
organicos.

O extrato de C. sylvestris inibiu o crescimento micelial dos fungos, observou-se que houve
parada no crescimento dos fungos nos primeiros 4 dias de exposi¢cdo ao extrato e depois houve
diminuicdo na taxa de crescimento dos fungos em relagcdo ao controle (Figura 19 e Anexos 3,4 e
5).

O extrato de C. decandra inibiu o crescimento micelial dos fungos até o oitavo dia de
exposi¢do. Apesar do crescimento mais lento em relagdo ao controle os fungos alcancaram a
borda da placa (Figura 19 e Anexos 7 e 8) e apresentaram taxa de crescimento maior do que a
observada na presenca do extrato de C. sylvestris.

As respostas de célculo de biomassa (g) encontradas para os dois extratos de Casearia
foram semelhantes, com taxas de inibicdo em torno de 90% para todos os fungos testados (Figura
20).

A guantificacdo da biomassa flngica pode ser mais eficiente porque sua inibicdo pode ser
diretamente ligada como resposta ao estresse, devido 0s mecanismos que envolvem a producao
de biomassa (ex: sintese proteica) e esta diretamente envolvida na fisiologia do fungo, j& a parada
de crescimento € considerada uma resposta mais genérica, porque diversos sédo os fatores que

podem diminuir o crescimento do fungo (ex: deficiéncia de nutrientes). No presente trabalho

67



observou-se que apesar do crescimento dos fungos, a inibicdo da biomassa mostrou que 0s
extratos continuou afetando o metabolismo fungico, o que nédo refletiu no crescimento e na
morfologia das hifas (Figuras 20, 32 e 33). Poucas pesquisas foram realizadas no sentido de
verificar o efeito de compostos com potencial antifingico na producédo de biomassa fungica e
assim ha uma necessidade premente de se investigar para contribuir no conhecimento fisiologico
destes microrganismos (Andrade 2011).

As trés espécies de fungos apresentaram alteracdes nas caracteristicas macroscoépicas das
colbnias, tanto para o extrato de C. sylvestris como no extrato de C. decandra (Anexos). Na
presenca do extrato de C. sylvestris os fungos desenvolveram hifas condensadas, ja com o extrato
de C. decandra desenvolveram-se com micélio ralo e espassado (Anexos 6, 7 e 8).

Na presenca do extrato de C. decandra os fungos P. sanguineus e T. villosa, cresceram
rapidamente, porém muito rarefeito apds o oitavo dia de incubagéo.

Comportamento semelhante foi verificado por Jesus (2003) estudando os fungos P.
sanguineus e T. villosa, expostos ao extrato etandlico de plantas do género Swartzia, observou
gue houve alteracdo nas caracteristicas macroscopicas dos fungos e sugeriu que 0s constituintes
desses extratos podem ter sido degradados pelos fungos, propiciando o crescimento dos mesmos.
Neste caso, as curvas de crescimento dos fungos devem ser analisadas com cautela, tendo em
vista que o crescimento micelial dos fungos em questdo poderia ser uma reacdo de resisténcia
aos extratos e ndo de sensibilidade (Kamida et al. 2005).

O método de difusdo em meio solido tem sido amplamente utilizado na determinacdo do
potencial fungicida de extratos vegetais por ser preciso, econdémico e reprodutivel e, além disso, a
atividade antifingica pode ser determinada pela simples medi¢éo da &rea (cm?) da coldnia, cujos
valores podem ser representados em curva de crescimento do fungo (Jesus 2003). A curva de
crescimento € um parametro que possibilita avaliar os diferentes perfis de desenvolvimento
apresentados por fungos sob a influéncia de diferentes extratos em diferentes concentra¢des no
decorrer do tempo (Archer et al. 1995).

Jesus (2003) avaliou a atividade antifingica dos extratos etandlicos do ritidoma, casca do
caule, casca do fruto e da semente de cinco espécies do género Swartzia frente aos fungos
degradadores de madeira, P. sanguineus, T. villosa e Lenzites trabea e observou que os fungos

tiveram seu crescimento inibido em até 95% em algumas partes das plantas na concentracao de
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0,1mg.mL™. Atividade antiflingica de extratos de cerne, alburno e casca de 11 espécies vegetais
da Malésia contra P. sanguineus, mostrou que o fungo P. sanguineus teve seu crescimento inibido
por 9 das 11 espécies avaliadas (Kawamura et al. 2010). Extratos organicos do cerne de
Juniperus virginiana inibiram 80% do crescimento micelial dos fungos T. versicolor e G. trabeum
na concentracdo 2,5mg.mL™ (Mun et al. 2011). A naftoquinona Juglona isolada da casca de
nogueira (Juglans mandshurica) também foi eficaz contra os fungos T. versicolor, G. trabeum e
Paecilomyces variottii na concentracédo de 8 mg.mL™ (Yang et al. 2009). Ziglio (2010) estudou o
efeito da oleoresina de capsaicina extraida de pimenta malagueta (Capsicum frutensens) sobre o
fungo P. variottii, a oleoresina inibiu o crescimento do fungo em corpos de prova de madeira do
género Pinus sp. (Pinheiro) e Hymenaea sp. (Jatoba). A Neolignana (oxo-otobaina) isolada de
Virola molissima inibiu o crescimento de T. villosa e P. sanguineus em 100% na concentracao
20pg.mL™ (Teixeira 2007). Estudos com os 6leos essenciais timol e borneol demonstratam a
inibicdo do crescimento do fungo T. versicolor inoculado em blocos de madeira por 12 semanas
(Clausen 2010).

Trabalhos relatando atividade antifingica de extratos vegetais contra fungos degradadores
de madeira sdo escassos e pouco é conhecido sobre o modo de acdo dos compostos isolados de
plantas no controle de microorganismos. E provavel que esses compostos atuem na repressio de
enzimas especificas (Wheatley 2002), podendo refletir no crescimento.

Os extratos de C. sylvestris e C. decandra afetaram a sintese de proteinas. Verificou-se que
os fungos apresentaram inibicdo na producéo de proteinas intracelulares durante todo o tempo de
exposi¢do aos extratos (Figura 22). Humphis et al. (2002) verificaram a inibicdo do crescimento
micelial e sintese de proteinas em dois isolados do basidiomiceto Serpula lacrymans por
compostos organicos volateis produzidos por duas espécies de Trichoderma. A diminuicdo no
desenvolvimento desencadeada pelos fungos antagonistas, T. aureoviride e T. viride foi associada
a inibicdo da sintese de proteinas. Estudos com G. citricarpa na presenca de compostos organicos
volateis produzidos por leveduras também relacionou a redugdo do crescimento fungico com a
inibicdo da sintese de proteinas (Fialho 2008). De acordo com os dados obtidos no trabalho é
possivel supor que a sintese de proteinas importantes no metabolismo e crescimento vegetativo

dos fungos deve estar sendo afetada.
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Contrariamente aos resultados obtidos para as atividades enziméaticas, maiores quantidades
de proteina totais extracelulares foram determinadas (Figura 21) e, além disso, o perfil da
evolugdo das proteinas totais extracelulares nédo coincide com o perfil da producéo das enzimas
extracelulares. Esses resultados indicam que outras proteinas estdo sendo sintetizadas durante o
cultivo do fungo e ndo é possivel, desta maneira, fazer uma correlagdo entre a concentracéo de
enzimas e de proteinas totais no meio de cultura, como salientado por Tavares 2006. A
capacidade dos fungos ligninoliticos de acumularem quantidades consideraveis de proteinas
extracelulares é relatada na literatura, Galhaup et al. (2002), por exemplo, reportaram que a

concentragéo de proteinas extracelulares atingiu 700mg.L™ ao final do cultivo batelada alimentada

de Trametes pubescens em um reator de mistura de 20L.

5.3. Efeito do extrato de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade das

enzimas ligninoliticas

Apesar dos diversos trabalhos existentes sobre enzimas ligninoliticas, fica dificil uma
comparacdo direta entre os dados da literatura porque varios procedimentos para 0 ensaio de
atividade enzimatica tém sido propostos por diferentes grupos de pesquisadores (lkehata et al.
2004). A atividade desses fungos ocorre no metabolismo secundario e o pré-crescimento em
materiais lignocelulésicos ativa o sistema de enzimas (Masaphy & Levanon, 1992).

Com excec¢do da enzima peroxidase, as enzimas MnP, lacases e fenoloxidases foram
detectadas nos trés fungos avaliados. Embora nédo tenha sido detectada atividade de peroxidases
no presente estudo, ndo se pode descartar a sua presenca no metabolismo dessas linhagens.
Provavelmente algum fator relacionado as condi¢fes empregadas no ensaio enzimético pode ter
contribuido para a auséncia. Outros estudos realizados com essas espécies detectaram a
producéo de peroxidases. Trabalho utilizando a mesma linhagem de T. villosa (CCB 176) mostrou
a producdo de peroxidases em meio suplementado com Tween 20 (Yamanaka et al. 2008). Silva
(2010), estudando o fungo P. sanguineus também detectou atividade de peroxidases quando
cultivado em dez diferentes meios de cultura suplementados com produtos regionais e residuos
agricolas.

Os fungos expostos ao extrato de C. sylvestris tiveram a producdo das enzimas MnP,

lacases e fenoloxidases inibidas. Nao foram encontrados trabalhos na literatura que relatem a
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inibicBo de enzimas por extratos vegetais, se limitando apenas ao relato da inibicdo do
crescimento micelial (Jesus 2003, Teixeira 2007, Yang et al. 2009, Clausen 2010, Kawamura et
al. 2010, Ziglio 2010), Mun et al. 2011).

As atividades das fenoloxidases, manganés peroxidases e das lacases ja estdo bem
descritas na literatura, principalmente no caso de lacases e fenoloxidases, que sdo de facil
ocorréncia entre fungos de podriddo branca (Srinivasan et al. 1995, Okino et al. 2000, Okada
2010)

O fungo T. villosa é conhecido pela producéo de lacase que tem sido relatada por alguns
autores. Yamanaka et al, (2008) encontraram atividade de lacase variando de 0,05 a 6 U/L com
diferentes concentracdes de glicose na cultura liquida, utilizando ABTS como substrato para
determinar a atividade enzimatica. Songulashvili et al (2007) estudando linhagens de Trametes
versicolor em fermentacdo submersa de cascas de tangerina e gréos de trigo encontraram altas
atividade de lacase detectadas com ABTS (490 a 20360 U/L). Outros autores também relataram a
producédo de lacases por P. sanguineus (LITTHAUER et al., 2007; HENN, 2009). Para o género
Ganoderma também é relatado na literatura a producéo de lacases (SILVA, 2004; COELHO et al,;
2010).

As enzimas ligninoliticas ndo estdo apenas caracterizadas como produtos secundarios do
metabolismo flngico, ou seja, a producdo delas também pode estar relacionada ao processo de
colonizacédo dos fungos (Papinutti et al. 2003, Hakala et al. 2005, Moreira-Neto 2006, Ballaminut
2007, Okada 2010).

Diferentemente do que foi observado para o extrato de C. sylvestris, os fungos T. villosa e
P. sanquineus, quando expostos ao extrato de C. decandra, induziram a producdo de lacase e
fenoloxidases, enquanto que o fungo G. australe inibiu a producéo dessas enzimas.

Os basidiomicetos produzem enzimas ligninoliticas de forma constitutiva, porém elas podem
ser induzidas pelas condi¢es de cultivo. Diversas substancias, incluindo compostos arométicos e
fendlicos tem sido utilizados como indutores enzimaticos (Moreira-Neto 2006). Terron et al. (2004),
observaram aumento da producdo de lacase por Trametes sp. I-62 com a adicdo de diversos
compostos fendlicos (acido p-cumérico, &cido ferrdlico, guaiacol, siringol, p-metoxifenol,
pirocatecol, acido 3,5-dihidroxibenzéico e siringaldazina). Basidiomicetos exibem grande variedade

de respostas aos efeitos dos compostos aromaticos sobre a produgcédo de lacases. Assim, um
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composto aromético, individualmente, pode aumentar a atividade de lacases sem alterar suas
isoenzimas, induzir novas isoformas ou néo ter efeito indutor. Segundo Chen et al. (2003), a
inducdo é considerada uma resposta protetora para compostos toxicos produzidos durante a
oxidacgédo da lignina de residuos lignoceluldsicos, os quais servem como substratos naturais para o
crescimento de fungos ou agentes antimicrobianos secretados por competidores microbianos.

Thadeo (2009), em estudos histoquimicos de folhas de Casearia decandra observou tecidos
fundamentais como sitios de sintese e/ou acimulo de compostos fendlicos.

Alguns autores sugerem que a producdo de lacase pode estar relacionada com a regulacéo
da atividade da enzima catalase. Por exemplo, a adicdo do herbicida paraquat nas culturas de
Trametes versicolor e Abortiporus biennis estimulou significativamente a atividade de lacase em
associacdo com uma evidente diminuicdo tanto da superdxido dismutase e catalase, marcadores
conhecidos de estresse oxidativo (Jaszek et al. 2006) . Com os resultados obtidos neste trabalho
ndo foi possivel correlacionar a atividade enzimatica lignoliticas com a producdo de enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo, como mais um elemento de respostas ao efeito do estresse
em geral.

Embora o estudo de atividades de enzimas extracelulares possa gerar muitas informacdes a
respeito do desenvolvimento dos fungos em substratos lignocelulésicos, esses resultados ainda
sdo escassos e had necessidade de se integrar os dados de enzimologia com a cinética do

crescimento em substratos sélidos (Zervakis et al. 2001).

5.4. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra sobre a atividade das

enzimas associadas a morfogénese

As quitinases sdo responsaveis pela degradacdo da quitina, principal componente da
parede celular de fungos, liberando residuos de N-acetilglicosamina e estdo envolvidas
diretamente na autdlise e morfogénese das hifas em fungos filamentosos. Devido a integridade
estrutural que a quitina prové a parede celular, a sintese da quitina tem sido um excelente alvo
para agentes antifungicos (Bowman & Free, 2006).

O extrato de C. sylvestris inibiu a producao de quitinase nos fungos T. villosa e G. australe,
nas placas-controle a atividade da quitinase decresceu a partir do 12° dia de incubacao (Figura

26). As quitinases sdo encontradas no micélio fingico em fase ativa de crescimento juntamente
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com a quitina sintetase (Gooday et al. 1986, Hearn et al. 1997). Quando o gene CHIA, codificante
de uma quitinase em A. fumigatus, € interrompido, a freqiiéncia de esporulagdo e a taxa de
crescimento micelial sdo reduzidas (Takaya et al. 1998).

O extrato de C. sylvestris paralisou o crescimento dos fungos durante os 16 dias de
exposicdo com o extrato, causando aglomeracdo das hifas nas suas extremidades impedindo o
crescimento micelial. Em estudos com inibidores de quitinases fungicas, Sami et al. (2001)
mostraram que o trisacarideo allosamidina, teve agédo fungistatica sobre P. chrysogenum, inibindo
o desenvolvimento da extremidade das hifas.

Apesar do extrato de C. sylvestris impedir o crescimento do fungo P. sanguineus, sua
atividade quitininolitica ndo foi inibida, na presenca do extrato essa atividade foi superior ao
controle, esse comportamento pode ser explicado pelo processo de autélise, endoquitinases
podem também afetar a integridade estrutural da parede celular de fungos (Wessels 1993) e tornar
substancias incorporadas na parede da célula ou no interior da hifa disponiveis para degradacdo
enzimética e absorcéo.

Com o extrato de C. decandra a atividade da quitina também foi maior para os fungos T.
villosa e P. sanguineus. Apesar do crescimento dos fungos, essa resposta enzimatica também
pode ter sido responsavel pela autélise da parede celular, uma vez que, apesar do crescimento na
placa, os fungos tiveram sua biomassa inibida e a caracteristica da cultura mostrou um
crescimento das hifas mais espassadas. Lindahl et al. (2006) indicam que a presenca dessas
areas de colonizagdo esparsa pode realmente ser o resultado da autolise causada pelas enzimas
quitinoliticas. A capacidade de basidiomicetos em degradar os tecidos da planta é bem
reconhecida, mas a sua participagdo na degradac@o de tecidos microbianos, incluindo o seu
proprio micélio, ndo recebeu tanta atencéo (Lindahl et al. 2006).

O micélio fungico pode responder & presen¢a de um substrato por regulacdo na producéo
enzimatica nas pontas das hifas ou através da producéo de respostas morfoldgicas que levam a
uma maior densidade nos locais de pontas das hifas (Lindahl et al. 2006). Neste estudo, ndo foram
observadas diferencas nas espessuras das hifas dos fungos analisados microscopicamente.

A atividade da 1,3 B-glucanases exposta ao extrato de C. sylvestris foi maior nos fungos P.
sanguineus e G. australe, enquanto que com o extrato de C. decandra essa atividade foi maior nos

fungos T. villosa e G. australe. A enzima B-1,3-glucanase é essencial na quebra e reconstrugdo
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dos polimeros constituintes da parede celular levando ao remodelamento da parede celular
durante a divisao celular e processos de morfogénese, tais como crescimento e ramificacdo das
hifas (Adams 2004).

Esse aumento da atividade nos fungos pode ser explicado pelo processo de autdlise.
Durante a autdlise a atividade de enzimas liticas se eleva substancialmente, particularmente as
1,3 B-glucanases (White et al 2002). A autdlise pode ocorrer devido a fatores intrinsecos como o
envelhecimento da cultura e a diferenciagéo da hifa (Fialho 2011).

O fungo G. australe na presenca do extrato de C. decandra mostrou que a atividade da
enzima 1,3 B-glucanases foi inversamente proporcional a atividade da quitinase. Alguns autores
sugerem esse comportamento como mecanismo compensatério para alguns fungos como
Aspergillus fumigatus (Verwer et al. 2012) utilizando os antifingicos caspofungina inibidor da
sintese de B-glucanas e nikkomycina Z inibidor da sintese de quitina, foi observado que a
diminuigdo do contetdo de B-1,3 glucana devido a acdo da caspofungina € compensada pelo
aumento do conteldo de quitina na parede celular, e 0 mesmo acontece quando utilizado um
inibidor da sintese de quitina, o conteudo de B-1,3 glucana é elevado. Bizerra (2010) também
observou esse comportamento com o fungo Candida sp. utilizando equinocandinas, e comentou
que esse fendbmeno complexo pode representar um mecanismo de “escape” como uma tentativa
de suprir a caréncia de algum dos componentes para manter a integridade da parede celular,
envolvendo a regulac@o das vias responsaveis pela sintese da parede celular, em resposta a

exposi¢do a algum inibidor.

5.5. Efeito dos extratos de C. sylvestris e C. decandra na atividade de

enzimas associadas ao estresse oxidativo

No presente trabalho foi possivel observar elevacdo nos niveis das enzimas CAT e GR
devido a exposicao dos fungos ao extrato de C. sylvestris, indicando um processo de estresse
oxidativo. No caso da exposi¢cdo ao extrato de C. decandra os fungos apresentaram inducédo da
enzima GR. Ja a enzima CAT foi reprimida em funcdo do tratamento com o extrato de C.
decandra.

Mesmo em seu estado fisiol6gico normal os fungos estudados no presente trabalho

produziram altos niveis de CAT. No entanto, estas atividades enziméticas sdo similares quando
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comparadas com as de outras espécies de fungos basidiomicetos de podriddo branca como os
fungos T. versicolor e Phanerochaete chrysosporium (500-2500 U/mg proteina) (Kwon & Anderson
2001, Belinky et al. 2006, Jaszek et al. 2006). Bazito (2012), estudando fungos basidiomicetos
bioluminescentes também observou altos indices de atividade CAT (1300-2500 U/mg proteina)
para os fungos Gerronema viridilucens e Mycena lucentipes (680-1600 U/mg proteina). A alta
producdo de CAT é comum aos fungos basidiomicetos ligninoliticos em seu estado fisiologico
normal visto que o H,O, tem papel fundamental na degradacéo da madeira.

Analisando o perfil da atividade CAT dos fungos P. sanguineus e G. australe, observa-se
que essa atividade nos controles apresentou uma tendéncia a aumentar nos dois extratos testados
ao longo do tempo de incubacédo (Figura 28), Ferreira (2009) estudando o fungo Pleurotus sajor-
caju inoculado em meio de cultura com vinhaca durante 12 dias de crescimento, observou a
mesma elevacao, ele sugere que essa atividade pode estar relacionada com o envelhecimento da
cultura (escassez nutricional), bem como pela presenca de compostos recalcitrantes e dos
produtos de degradacédo por enzimas ligninaliticas.

O fungo T. villosa apresentou um perfil inverso da atividade CAT nos controles, essa
atividade diminuiu ao longo do tempo. Silva (2009), estudando estdgios de diferenciacdo do
basidioma do fungo Pleurotus ostreatus, observou que a atividade de CAT caiu de 1,5 a 0,5
mmol.g* de proteina em amostras do estipe, esta diminuic&o observada pode estar relacionada
com a senescéncia do P. ostreatus. Bazito (2012), com o fungo M. lucentipes observou que a
atividade CAT diminui significativamente com o envelhecimento de 2475 a 1344 U.mg’ de
proteina durante os 16 dias de incubacéo.

Interessante observar que entre 4 e 8 dias de exposicdo ao extrato de C. decandra houve
inibicdo do crescimento dos fungos (Figura 19), aumento na secrec¢do de proteinas extracelulares
(Figura 21) e inibicdo na producado das enzimas ligninoliticas (Figuras 23, 24 e 25). Apds o oitavo
dia, os fungos voltaram a crescer e colonizam toda a placa. Algumas das caracteristicas do
estresse oxidativo em fungos sdo oxidagdo de proteinas, com a sua degradac@o subsequente,
glicosilacéo, carbonilagédo e liberacdo de radicais livres de ferro durante a oxidacdo de grupos
desidrogenase. Esse rearranjo metabdlico leva a parada do crescimento e da sintese de

metabolitos secundarios nas células fungicas (Belozerskaya & Gessler 2007).
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O sistema antioxidante é composto por enzimas e compostos ndo-enzimaticos que atuam
contra o estresse oxidativo. A manutencdo do estado redox do citoplasma é uma condigdo
importante para a vida da célula, sendo que a enzima glutationa-redutase (GR), bem como a
glutationa peroxidase (GPx), tém papel fundamental na manutencdo desta homeostase. Esse
sistema catalisa a transformacéo do H,O, em agua, sendo que a glutationa opera em ciclos entre
sua forma oxidada (GSSH) e sua forma reduzida (GSH). A GSH reduz o H,0, a 4gua na presenca
da GPx e, em seguida, a GSSH é regenerada pela GR (Apel & Hirt 2004).

Os resultados demostraram que esta via antioxidativa € afetada pelo extrato de C. decandra
nos diferentes periodos de crescimento dos fungos e em todas as concentracdes testadas.

Mesmo tendo sido observado uma resposta inicial da GR frente a possivel geracdo de
EAOs, os fungos nao tiveram seu crescimento inibido, isso pode ocorrer devido a capacidade do
basidiomiceto em manter a defesa antioxidativa, de tal modo, que mantenha a homeostase sobre
as consequéncias do acumulo intracelular de EAOs.

Foi observado durante os experimentos que a atividade GR dos fungos P. sanguineus e G.
australe expostos aos extratos foi contraria a atividade da CAT, com o fungo T. villosa esse
comportamento s6 foi observado quando exposto ao extrato de C. decandra indicando que o0s
fungos podem ter utilizado outro sistema que ndo o da CAT como resposta ao estresse causado
pelos extratos.

Quando um estresse oxidativo é provocado, espera-se que o fungo tenha como funcdes
prioritarias a respiracdo e a protecdo do organismo.

Estudos sobre a via da glutationa envolvendo fungos filamentosos sdo escassos e 0sS
resultados ndo sado claros ou contraditérios quando comparados aos estudos com leveduras
(Ferreira 2009, Li et al. 2008). Foi demonstrado em A. niger que a GPX, enzima pertencente ao
ciclo da glutationa, ndo é importante na defesa contra o estresse oxidativo (Bai et al. 2003). Em
Penicillium chrysogenum, a atividade da GPx, GR e o ciclo da glutationa foram induzidos por altas
concentragcdes de H,O, exdgeno, no entanto, a concentracdo de GSH teve fraco aumento,
enquanto GSSH aumentou significativamente resultando no desequilibrio da homeostase da

glutationa (Emri et al. 1997).
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Por outro lado a baixa atividade de CAT paralela a significativa producao de H,O, poderia
indicar coadjuvancia de outras peroxidases, por exemplo, a via da glutationa com a enzima GPx,
cuja a atividade néo foi determinada no presente trabalho.

De modo geral o aumento da atividade nos controles e a regulacéo nos niveis de atividade
das enzimas sugere que os mecanismos de defesa antioxidantes desses fungos sdo certamente
adequados para o reparo de danos celulares e manutencdo das EAOs em um nivel basal ndo
destrutivo (Angelova et al. 2005), uma vez que houve o aumento nos niveis das enzimas catalase
e glutationa redutase indicando que a exposi¢cdo aos extratos desencadeou processos de estresse

oxidativo devido ao acimulo de espécies ativas de oxigénio.

5.6. Microscopia da cultura dos fungos sobre o efeito dos extratos de C.

sylvestris e C. decandra

Muitos agentes antifingicos que interferem com a parede celular flngica, causam
malformacdes na parede que podem ser observadas microscopicamente (Gunji et al. 1983). As
mudancas na morfologia podem sugerir o possivel alvo ou o0 modo de acdo dos inibidores de
parede celular (Zacchino 2003).

Neste estudo, observaram-se grandes alteragdes morfoldgicas nos fungos T. villosa e P.
sanguineus, quando expostos ao extrato de C. sylvestris na concentragdo 0,1 mg.mL™, o exame
microscépico do micélio do controle (células ndo tratadas) de T. villosa e P. sanguineus mostrou
hifas geralmente retas, ramificadas com presenca de ansas. O micélio, cultivado em meio
adicionado do extrato de C. sylvestris, apresentou algumas alteracdes morfolégicas com
distorcdes das hifas. As alteragbes morfoldgicas encontradas foram: desenvolvimento distorcido
das hifas, hifas bem ramificadas com segmentos pequenos e ma formacg6es de ansas ao longo de
toda a sua estrutura.

Souza (2010) estudando os possiveis mecanismos de acao dos 6leos essenciais em cepas
do fungo A. flavus também observou altera¢cdes morfoldgicas como desenvolvimento distorcido de
hifas e hifas vazias. As hifas tornaram-se distorcidas com intumescimento ao longo de toda sua
estrutura e também foram observados, brotamentos apicais. O 6leo essencial ainda causou uma

clara auséncia de conidiacdo. Carmo et al. (2008) relataram que essas modificacdes podem
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também estar relacionadas a interferéncia dos componentes do extrato, em relagéo as reagbes de

sintese da parede celular de fungos, afetando o crescimento e a morfogénese.

6. CONCLUSOES

A padronizacdo dos extratos de C. sylvestris e C. decandra através de métodos
cromatograficos permitiu verificar que os diferentes compostos identificados em cada extrato
podem ser responsaveis pelas diferentes respostas obtidas nas andlises das atividades
antimicrobianas testadas no presente trabalho contra os fungos T. villosa, P. sanguineus e G.
australe. Sugere-se como marcador quimico para o0 extrato de C. decandra 0 composto
hidroguinona.

Os extratos de C. sylvestris e C. decandra inibiram o crescimento fangico in vitro e
alteraram a morfologia (macroscopica e microscopica) dos fungos basiodiomicetos degradadores
de madeira T. villosa, P. sanguineus e G. australe. Esses fungos foram mais suscetiveis ao
extrato de C. sylvestris.

O provavel mecanismo de acdo atuante na atividade antimicrobiana dos extratos é a
inibicdo das enzimas extracelulares MnP, lacase e fenoloxidase, e enzimas intracelulares
importantes na formagédo do micélio fungico, quitinase e 3-1,3-glucanase. Além disso, 0 aumento
nos niveis das enzimas catalase e glutationa redutase indicaram que a exposicdo aos extratos
desencadeou processos de estresse oxidativo.

Portanto, o presente trabalho mostrou que produtos naturais de plantas possuem
compostos com capacidade antifungica, sendo necessario estudos futuros no intuito de elucidar
em maiores detalhes como compostos antimicrobianos presentes em extratos de plantas nativas
podem afetar a fisiologia e controlar o desenvolvimento de fungos, com destaque as espécies que

causam prejuizos ao homem.
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ANEXO 1

Atividade das peroxidases dos fungos com extrato de C. sylvestris

Fungo Tempo (dias) Concentragdo (mg/mL)
Controle 0,1 0,01 0,001
Atividade da Peroxidases (U.L?)
% 3 4 7,41 0,17 0,02 0,00
§ ,é; 8 38,27 30,37 0,00 0,00
= 12 0,00 0,00 0,00 -5,85
16 0,00 0,00 0,00 0,00
33
52 4 0,00 -0,01 0,00 0,00
§' '§, 8 0,17 0,01 0,00 0,00
5 § 12 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00
(o]
3 L 4 -5,45 -0,03 0,00 0,00
§ g 8 -24,77 -42,98 0,00 0,00
é 3 12 0,00 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00
Atividade das peroxidases dos fungos com extrato de C. decandra
Fungo Tempo (dias) Concentragdo (mg/mL)
Controle 0,1 0,01 0,001
Atividade da Peroxidases (U.L™)
g 3 4 -12,96 9,38 0,31 0,00
£ S 8 2,70 -4,15 -0,23 3,63
s 12 0,00 0,00 0,00 -37,04
16 0,00 0,00 0,00 0,00
§ § 4 4,35 0,09 0,00 0,00
§' 3 8 -12,99 -1,85 2,24 -3,70
5 § 12 0,00 0,00 0,00 20,37
16 0,00 0,00 0,00 0,00
]
g L 4 -4,52 0,12 -0,32 0,00
3 g 8 -20,22 0,77 0,14 0,26
§ 3 12 0,00 0,00 0,00 0,54
16 0,00 0,00 0,00 0,00
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ANEXO 2

Placas com 4 dias de incubacé&o antes da exposicdo com os extratos. Cultura de G. australe (A); T. villosa (B) e P. sanguineus (C)
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ANEXO 3

Caracteristicas da cultura do fungo G. australe exposto ao extratro de C. sylvestris. Tempo 4: A — Controle; B — 0,1; C — 0,01; D — 0,001.
Tempo 8: E — Controle; F-0,1; G —0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J-0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O —
0,01; P - 0,001.
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ANEXO 4

Caracteristicas da cultura do fungo T. villosa exposto ao extratro de C. sylvestris. Tempo 4: A — Controle; B — 0,1; C - 0,01; D — 0,001. Tempo

8: E — Controle; F-0,1; G- 0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J - 0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O — 0,01,
P —0,001.
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ANEXO 5

Caracteristicas da cultura do fungo P. sanguineus exposto ao extratro de C. sylvestris. Tempo 4: A — Controle; B - 0,1; C — 0,01; D — 0,001.
Tempo 8: E — Controle; F-0,1; G —0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J-0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O —
0,01; P - 0,001.
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ANEXO 6

Caracteristicas da cultura do fungo G. australe exposto ao extratro de C. decandra. Tempo 4: A — Controle; B — 0,1; C — 0,01; D — 0,001.
Tempo 8: E — Controle; F-0,1; G —0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J-0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O —
0,01; P - 0,001.
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ANEXO 7

Caracteristicas da cultura do fungo T. villosa exposto ao extratro de C. decandra. Tempo 4: A — Controle; B — 0,1; C - 0,01; D — 0,001. Tempo

8: E — Controle; F-0,1; G- 0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J - 0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O — 0,01,
P —0,001.
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ANEXO 8

Caracteristicas da cultura do fungo P. sanguineus exposto ao extratro de C. decandra. Tempo 4: A — Controle; B — 0,1; C — 0,01; D — 0,001.
Tempo 8: E — Controle; F-0,1; G —0,01; H-0,001. Tempo 12: | — Controle; J-0,1; K- 0,01; L — 0,001. Tempo 16: M — Controle; N-0,1; O —
0,01; P - 0,001

102



103



