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RESUMO
Os Myxomycetes compreende cerca de 1000 espécies com esporocarpos frequentemente muito
pequenos e produzidos em quantidade raramente suficiente para analises quimicas. Avaliou-se a
atividade biologica de substancias presentes em esporocarpos coletados em ambiente de floresta
Umida das espécies: Alwisia bombarda, Lycogala confusum, Lycogala epidendrum e Tubifera
microsperma. Os fungos-teste foram procedentes da Micoteca-URM de isolados clinicos de
Candida. Extratos brutos dos esporocarpos, obtidos por maceracéo a quente (Q) e a frio (F) com
cloroférmio (CL), acetato de etila (AE) e etanol (ET), foram passados em espectrofotdmetro a 530
nm e depois utilizados nos testes de difusdo em disco, determinacdo da concentragdo minima
inibitdria, concentracdo minima fungicida, citotoxidade e cromatografia em camada delgada. O
extrato AEF de L. epidendrum apresentou uma forte coloracdo vermelha e mostrou o pico maximo
em 400 a 540 nm, enquanto os demais (CLQ, CLF, ETQ, ETF) mostraram pico de absorbancia
entre 190 e 390 nm; os extratos ETQ e ETF apresentaram coloracdo amarelo-alaranjada. O extrato
CLF de esporocarpos de A. bombarda mostrou pico de absorbancia entre 190 e 390 nm e
apresentou uma pigmentacdo verde claro - verde escuro. Nos perfis quimicos em CCD, o0s extratos
de AE e ET de A. bombarda, L. confusum, L. epidendrum e T. microsperma apresentaram
flavonoides, terpenos e triterpenos; além dessas substancias, nos extratos de A. bombarda e L.
epidendrum obtidos com cloroférmio também estavam presentes os taninos. Nos testes de difusao
em disco os melhores extratos foram contra C. kruzei para A. bombarda (AE) e L. epidendrum
(ET) com 18 mm e T. microsperma (AE; ET), com 21 mm; os extratos de L. epidendrum
apresentaram halos maiores que 9 mm e T. microsperma apresentaram maiores que 11 mm contra
C. tropicalis. O extrato ET de L. epidendrum CMI=46 pg/mL contra C. tropicalis; o ET de A.
bombarda CMI =48,43 pg/mL contra esta mesma espécie e foi também ativo contra C.
parapsilosis, com CMI=24,22 pg/mL; o ET de T. microsperma CMI =250 pg/mL contra C.
tropicalis e CMI =500 pg/mL contra C. guilliermondii; o ET de L. confusum CMI =375 pg/mL
contra C. tropicalis e C. krusei; o0 AE de L. epidendrum CMI =384 pg/mL contra C. tropicalis; o
extrato AE de A. bombarda CMI =193,75 pg/mL contra C. tropicalis e CMI=387,5 pug/mL contra
C. guilliermondii; o AE de T. microsperma CMI=125 pg/mL contra C. tropicalis e CMI=250
pg/mL contra C. guilliermondii. Os extratos de L. epidendrum (AE) e T. microsperma (ET) na
concentracdo de 50 pg/mL apresentaram baixa citotoxidade para as linhagens de células HEp-2,
NCI-H292, MCF-7, HL-60 e RAW 264.7. Os extratos de L. confusum (ET; AE), na mesma



concentracdo, também ndo apresentaram toxidade para as células tumorais, mas apresentaram
moderada toxidade para células RAW 264.7. Os extratos etanolicos de A. bombarda mostraram
moderada atividade citotoxica para células HEp-2 e RAW 264.7. Dentre as espécies e extratos
testados, as substancias bioativas presentes nos extratos etandlicos de esporocarpos L. epidendrum
e A. bombarda mostram potencial para serem novas opcdes no tratamento de doencas de isolados
clinicos de Candida.

Palavras-chave: Candida. Antifangico. Citotoxidade. Células tumorais.



ABSTRACT

The Myxomycetes comprises about 1000 species with often very small sporocarps, produced in an
amount rarely sufficient for chemical analyses. It was evaluated the biological activity of
substances present in sporocarps of the species: Alwisia bombarda, Lycogala confusum, Lycogala
epidendrum and Tubifera microsperma, these being collected in a rainforest environment. The test
microorganisms were selected from the Micoteca-URM from clinical isolates of Candida. Gross
extracts of sporocarps obtained by hot (H) and cold (C) maceration with chloroform (CL), ethyl
acetate (EA) and ethanol (ET), the extracts were passed in a spectrophotometer at 530 nm and
were used in the disk diffusion tests, determining the minimum inhibitory concentration, minimal
fungicidal concentration, cytotoxicity and thin-layer chromatography. The CEA extract of L.
epidendrum showed a strong red color and maximum peak between 400 and 540 nm in UV
spectrophotometer, while the others (HCL, CCL, HET, CET) showed a peak of absorbance
between 190 and 390 nm; the HET and CET extracts showed yellow-orangish color. The CCL
extract of A. bombarda sporocarps showed peak absorbance between 190 and 390 nm and light
green-dark green pigmentation. In the TLC tests, the EA and ET extracts of A. bombarda, L.
confusum, L. epidendrum and T. microsperma showed the presence of flavonoids, terpenes and
triterpenes; in addition to these substances, the extracts of A. bombarda and L. epidendrum
obtained with chloroform also showed the presence of tannins. In the disk diffusion tests, the best
extracts obtained were against C. kruzei for A. bombarda (EA) and L. epidendrum (ET), with 18
mm, and T. microsperma (EA; ET), with 21 mm; against C. tropicalis, the extracts of L.
epidendrum presented halos larger than 9 mm and T. microsperma presented larger than 11 mm.
The ET extract of L. epidendrum MIC=46 pg/mL against C. tropicalis; the ET of A. bombarda
MIC=48.43 pg/mL against this same species and was also active against C. parapsilosis, with
MIC=24.22 pg/mL; the ET of T. microsperma MIC =250 pg/mL against C. tropicalis and MIC
=500 pg/mL against C. guilliermondii; the ET of L. confusum MIC=375 pg/mL against C.
tropicalis and C. krusei; the EA of L. epidendrum MIC=384 pg/mL against C. tropicalis; the EA
of A. bombarda MIC =193,75 pg/mL against C. tropicalis and MIC=387,5 pug/mL against C.
guilliermondii; the EA extract of T. microsperma MIC=125 pg/mL against C. tropicalis and
MIC=250 pg/mL against C. guilliermondii. At the 50 pg/mL concentration, the extracts of L.
epidendrum and T. microsperma showed low cytotoxicity for the cell lines HEp-2; NCI-H292;
MCF-7; HL-60 and RAW 264.7. At the same concentration, the extracts of L. confusum also



presented no toxicity to the tumor cells, but presented moderate toxicity to RAW 264.7 cells.
Ethanolic extracts of A. bombarda showed moderate cytotoxic activity for HEp-2 and RAW 264.7
cells. Among the species and extracts tested, the bioactive substances present in the ethanolic
extracts of L. epidendrum and A. bombarda sporocarps show potential to be new options in the
treatment of diseases of clinical isolates of Candida.

Key words: Candida. Antifungal. Cytotoxicity. Tumor cells.
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1 INTRODUCAO

A presenca de atividade metabdlica nos seres vivos ocorre por meio de reagcdes quimicas
que continuamente estdo ocorrendo no interior da célula, a presenca de enzimas especificas garante
as rotas metabdlicas. Essas reagdes tém por objetivo aproveitar os nutrientes para satisfazer as
necessidades da célula (energia - ATP, poder redutor — NADPH e biossintese das substancias
essenciais — macromoléculas celulares). As células apresentam as mesmas moléculas organicas;
acucares, acidos graxos, aminoacidos e nucleotideos, essas moléculas pequenas originam as
principais macromoléculas das células, classificadas em quatro grupos (carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos). Os metabdlitos podem ser divididos em primarios (fotossintese,
respiracdo e transporte de solutos) e secundarios (os produtos produzidos por interacbes do
individuo, podendo ou ndo ser essencial para o produtor, garantindo sua sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie no ecossistema). Os metadolitos secundarios ocorrem através do
metabolismo da glicose por duas vias intermediarias principais, o acido chiquimico origina 0s
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina/tirosina e acido galico) e o acetato (ciclo do acido
citrico, via mevalonato e acidos graxos), podendo encontrar nessas duas vias citadas acima as
acidos graxos, alcaloides, antraquinonas, cumarina, esteréis, flavonoides, ligninas, lignonas,
proteoalcaloides, taninos, terpenoides, entre outros. Muitas dessas substancias sdo bioativas e
empregadas popularmente como medicinais, ou trabalhadas como matéria prima para a producéo
de farmacos. (SANTOS 2004). Dentre elas, as substancias com atividade antimicrobiana agem
inibindo o crescimento de microrganismos ou causando a sua morte (CARMINATE et al. 2016).

A producdo de antibidticos nas deécadas de 1930 e 1940 reduziu significativamente a
morbidade e a mortalidade ao longo do século XX (ALBALADEJO, 2002). Todavia, o amplo uso
em hospitais e nas comunidades tornou necessario implementar mecanismos de vigilancia sobre a
prescricdo e o uso deste tipo de medicamento, uma vez que a utilizagdo indiscriminada dessas
substancias, aliada a grande capacidade adaptativa dos microrganismos, pode gerar consequéncias
adversas a curto e longo prazo, tanto para o individuo quanto para a coletividade (DANDOLINI,
2012; SILVA, 2008).

O uso indiscriminado de antibidticos, que tem selecionado microrganismos
multirresistentes, aumentou o interesse nas pesquisas de produtos naturais focando grupos de

organismos ainda pouco explorados.
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Nos ciclos metabdlicos nos Myxomycetes (Amebozoa: Myxogastria) sdo produzidos
compostos, 0s quais se assemelham a uma série de metabolitos elaborados por plantas e fungos.
Estudos realizados entre os anos 1980 e 1990 demonstraram que estes microrganismos
desenvolveram um metabolismo secundario muito particular a partir de um ponto de vista
bioquimico (STEGLICH 1989; HASHIMOTO et al. 1994). Isto é parcialmente devido a presenca
de um grande grupo de metabdlitos secundarios, incluindo numerosos derivados de acidos graxos,
alcaldides, compostos aromaticos, terpendides e amidas (DEMBITSKY et al.. 2005). Os derivados
de &cidos graxos sdo conhecidos por sua atividade antimicrobiana, e alguns destes compostos
apresentam um efeito reverso de resisténcia a multiplos farmacos (ISHIBASHI et al 2001;
MISONO et al. 2003; NAKATANI et al. 2005). Esses fatos fazem dos Myxomycetes um grupo
muito interessante e inovador a ser analisado de uma prospectiva bioguimica.

Alexopoulos; Mims (1979) fazem menc&o a existéncia de uma referéncia chinesa do século
IX, atribuida a Twang-Ching-Shih (Kwei hi), a um preparado medicinal denominado gotas do
deménio, que seria usado para curar Ulceras e que provavelmente seria o plasmddio de um
mixomiceto. A presenca de varias enzimas, vitaminas e outras substancias organicas com potencial
medicinal ja foi registrada em algumas especies, especialmente no plasmodio de Physarum
polycephalum Schwein (MARTIN et al., 1983). No que se refere & producdo de metabolitos com
atividade antibiotica, ja foram detectadas em algumas espécies substancias com tal capacidade,
inibindo o crescimento de microrganismos patdgenos, alguns deles, como Pseudomonas
aeruginosa Schroeter, responsaveis por infec¢fes hospitalares.

No final da década de 1960, no Japdo, os Myxomycetes foram incluidos nas pesquisas
sobre produtos naturais bioativos produzidos por recursos naturais pouco explorados. Os
resultados dessas pesquisas foram revisados por Ishibashi (2005). Dentre as espécies estudadas
incluem-se representantes das Reticulariaceae, pertencentes aos géneros Alwisia, Reticularia,
Lycogala e Tubifera.

A maioria dos estudos sobre germinagéo de esporos, cultivo do plasmodio e formacao dos
esporocarpos dos Myxomycetes foi realizada ha mais de 40 anos (GRAY; ALEXOPOULOQOS,
1968) e poucos estudos sobre metabolitos secundarios estdo sendo realizados no Ocidente. Sendo
assim, um procedimento padrdo para a obtencdo de culturas desses microrganismos nédo foi ainda
definido e por isso, a disponibilidade destes compostos quimicos é muito baixa e a maioria das
pesquisas utiliza extratos dos esporocarpos (HERRERA et al., 2011).
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A presenca de substancias bioativas, com potencial de inibir microrganismos patdégenos ao
ser humano foi detectada em extratos dos esporocarpos de Lycogala epidendrum (L.) Fr., Lycogala
flavofuscum (Ehrenb.) Rostaf. e Tubifera ferruginosa (Batsch) J.F. Gmel., da familia
Reticulariaceae, que se mostraram capazes de inibir o crescimento de bactérias anaerdbicas
(LOCQUIN; PREVOT 1948; PEREIRA et al., 1992). Algumas das substancias produzidas por
espécies de Lycogala foram identificadas do ponto de vista de sua estrutura quimica
(HASHIMOTO et al., 1994) e Kamata et al. (2005) identificaram novos alcalGides presentes em
esporocarpos de L. epidendrum, entre eles 12 compostos com citotoxidade contra linhagens de
cultura de células tumorais.

As espécies de Reticulariaceae se instalam com facilidade em diferentes microhabitats,
algumas delas mostrando-se frequentes e abundantes tanto em florestas tropicais tmidas como em
material vegetal armazenado para fins industriais (SANTOS; CAVALCANTI 1988; RUFINO;
CAVALCANTI, 2007). Este comportamento provavelmente esta relacionado com uma boa
capacidade de competicdo com outros microrganismos que utilizam 0s mesmos recursos do
mixomiceto. Além disso, observa-se que 0s esporocarpos destas espécies aparentam ser menos
atacados por fungos e pequenos artropodes que os de outras familias da Classe, sinalizando para a
presenca de substancias semelhantes as que atuam contra a herbivoria em plantas superiores
(LEMOS et al., 2010).

No Brasil, Guimaraes et al. (1989), Guimarées (1992), Albuquerque (1998) e Pereira et al.
(1986; 1992) extrairam de etalios de L. epidendrum, pseudoetalios de Tubifera microsperma (Berk.
& Curt.) Martin e esporangios de Alwisia bombarda Berk. & Broome, substancias que inibiram o
crescimento de diversos microrganismos, como Staphylococcus aureus Rosenbach, Micrococcus
luteus (Schroeter) Cohn, Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, Escherichia coli (Migula) Castellani
& Chalmers, Candida albicans (C.P.Robin) Berk, Candida lipolytica (Harrison) Diddens; Loddere
Candida tropicalis (Cast.) Berk.

As poucas pesquisas ja realizadas mostram que 0s extratos de esporocarpos de
Myxomycetes contem substancias bioativas que podem ser novas drogas para o combate de fungos
patdgenos aos seres humanos, por isso 0 presente trabalho visou avaliar a atividade citotoxicica,
antifungica, e deteccdo das classes quimicas presentes nos esporocarpos de espécies de

Reticulariaceae.
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1.1  PROBLEMATIZACAO

1.1.1 Leveduras

Hipocrates (460 a 337 a.C.) e Galeno (200 a 130 a.C.), j& tinham descrito lesbes orais
esbranquicadas compativeis a candidiase bucal. Langenbeck, em 1839, foi o primeiro a relacionar
os fungos conhecidos atualmente como Candida com lesdes orais superficiais denominadas
“sapinho”. David Gruby, 1842 definiu esta micose oral e deu inicio a classificacdo taxonémica das
leveduras. Ao longo dos tempos esta levedura recebeu mais de 100 designagdes. Em 1853, Charles
Robin determinou o género conhecido como Oidium, identificando a espécie Oidium albicans C.P.
Robin, que em logo em 1890 foi reclassificada por Zopf e passou a ser reconhecida como Monilia
albicans (C.P. Robin) Zopf, Die Pilze. Em 1861 Zenker descreveu o primeiro caso de candidiase
cerebral que provavelmente apresentou leveduras em lesGes esofagicas e orais, disseminadas por
via hematogénica. Posteriormente, Berkhout (1923) prop6s o género Candida e a espécie C.
albicans. Mais tarde, Virchow (1821-1902) demonstrou a capacidade dessa levedura de invadir os
tecidos. Em 1940 foi descrito o primeiro caso de isolamento da levedura em corrente sanguinea
(HURLEY; WINNER, 1964; SIDRIM, 1999).

As leveduras do género Candida se apresentam na forma unicelular denominada de
blastosporo e por vezes na forma de pseudohifas (alongamento, unido e ramificacdo dos
blastosporos) ao invadir tecidos. Macroscopicamente, as colénias sdo cremosas, branco-
amareladas e de aspecto liso ou rugoso. Sdo usualmente encontradas em humanos, animais, solo,
plantas, alimentos e ambiente hospitalar (SIDRIM; ROCHA; 2010; MODRZEWSKA;
KURNATOWSKI, 2013; SILVA et al.,2012). As espécies do género Candida podem fazer parte
da microbiota da pele e mucosas do ser humano a partir de seu nascimento, através do contato
materno e com o ambiente hospitalar (COUTO et al., 2011). Na segunda e terceira semana de vida
tais leveduras podem colonizar todo o trato gastrointestinal (TGI) da crianga. Nos adultos, podem
estar presentes no TGI em cerca de 20 a 80% da populacdo sadia e na mucosa vaginal de 20 a 30%
das mulheres (SA et al., 2012; AVRELLA; GOULART, 2008). A maioria das Leveduras do
género Candida sdo os principais agentes causadores de infecgbes fungicas em pacientes
imunodeprimidos, pelo uso de drogas imunossupressoras, idade avangada e/ou doencas sistémicas
(WILLIAMS et al., 2011; ROSSONI et al., 2014). Cerca de 96% de todas as micoses oportunistas
sdo causadas por espécies Candida ( KOURKUMPETIS et al., 2010).
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O estabelecimento da micose estd mais associado ao grau de debilidade do paciente do que
com a viruléncia das leveduras. No ambiente hospitalar em unidade de terapia intensiva esses
microrganismos sdo considerados oportunistas sendo responsaveis por cerca de 80 a 90% das
doencas fungicas, logo, a candidiase foi a infeccio mais frequente (BAEDER et al., 2012). E
interessante destacar que apesar de serem descritas mais de 160 espécies de Candida, apenas cerca
de 20 sdo conhecidas como patdgenos humanos.

A identificacdo das espécies de Candida se faz necessaria do ponto de vista epidemioldgico e
terapéutico, pois permite o monitoramento das infecgdes hospitalares, a identificagdo de surtos e
auxilia o médico na escolha do melhor tratamento antifungico a ser instituido, baseado no
conhecimento do perfil de sensibilidade especifico para cada espécie (FORASTIERO et al., 2015;
ZOMORODIAN et al, 2011). As principais espécies de interesse médico sdo: Candida
parapsilosis (Ashford) Langerson & Talice, Candida glabrata (H.W. Anderson) Lodder. & N. F.
de Vries, Candida krusei (Castellani) Berkhout, Candida guilliermondii Wick, Candida lusitaniae
Van Uden & Carmo Souza, C. albicans e C. tropicalis. Nos Gltimos anos tem se observado um
aumento de frequéncia de infeccbes da corrente sanguinea (ICS) por cepas de Candida
dubliniensis Sullivan, Candida kefyr Beij, Candida rugosa (H.W. Anderson) Diddens & Lodder,
Candida famata (F.C. Harrison) E.K. Novadk & Zsolt, Candida utilis (Henneberg) Lodder &
Kreger-van Rij, C. lipolytica, Candida norvegensis Dietrichson ex Uden & H.R. Buckley, Candida
inconspicua (Lodder & Kreger) S.A. Mey. & Yarrow, entre outras (ROSSI et al., 2011; PASSOS
etal., 2007).

No acervo da Micoteca URM, do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, constam 613 cepas do género Candida, com 98 espécies, provenientes de materiais
clinicos como sangue, urina, pele, pélo e escamas de unhas (MICOTECA, 2016).

Candida albicans - espécie essencialmente sensivel aos antifungicos, contudo, alguns
isolados podem adquirir resisténcia depois de prolongada exposic¢ao as drogas azélicas (SANTOS
JR. et al., 2005).

Candida guilliermondii - Infecgdes ocasionadas por essa levedura, ainda ndo séo frequentes,
porém é um agente de candidiase que vem sendo descrito como emergente. Muitos casos de
infeccdo causadas por ela estdo associados a onicomicoses, pacientes com cancer, neutropénicos,
pacientes acometidos de cirurgias, transplantes, e em pacientes em tratamento intensivo.
(BARBEDO; SGARBI, 2010)


https://en.wikipedia.org/wiki/Christine_Marie_Berkhout
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Candida krusei - ocorre em pacientes com neutropenia, cancer, leucemia, transplantados e
naqueles infectados por HIV e, com menor frequéncia, em fungemias; A mortalidade geral
associada a C. krusei varia de 30 a 70%. Alguns pesquisadores afirmam que os 6bitos ndo estéo
relacionados a infeccdo, mas ao estado geral do paciente. Assim, ganha forcga a hipotese de que C.
krusei acompanha os estagios terminais de pacientes com doenca hematoldgica maligna. Apresenta
uma resisténcia intrinseca ao fluconazol, o que explica sua maior ocorréncia em grupos especificos
de pacientes que com frequéncia recebem esta droga profilaticamente (FORASTIERO et al.,
2015).

Candida parapsilosis - € mais frequente em criancas, principalmente entre recém-nascidos
prematuros, e esta associada a fontes exdgenas de infeccdes como alimentacdo parenteral, uso de
cateter e solucdes contaminadas (ALMIRANTE et al., 2006). Estudos revelam que as maos dos
profissionais de salde sdo reservatério para a transmissdo desta levedura entre os pacientes
hospitalizados, podendo até provocar pequenos surtos (PACHECO et al., 2015). Atualmente essa
espécie teve sua nomenclatura alterada devido a distingdo genética de trés grupos distintos, sendo
reclassificada como C. parapsilosis, Candida orthopsilosis Tavanti, A. Davidson, Gow, M.
Maiden & Odds e Candida metapsilosis Tavanti, A. Davidson, Gow, M. Maiden & Odds. Apesar
dessas duas novas variantes, em cerca de 90% dos casos a espécie é identificada como C.
parapsilosis (GAGO et al., 2014).

Candida tropicalis - esse agente de candidemia pode ocorrer em pacientes de todas as
idades, mas acomete a adultos e idosos com maior freqiiéncia. Nucci; Colombo (2007)
descreveram o isolamento de C. tropicalis em hemocultura de pacientes com céncer, leucemia e
neutropenia. E usualmente muito sensivel a todos os agentes antifungicos, embora varios casos de
resisténcia cruzada de fluconazol e azole em isolados clinicos tem sido descritos. Por outro lado, é
rara a resisténcia de C. tropicalis a anfotoricina B (CHAKRABARTI et al. 2009, DEORUKHKAR
etal., 2014).

Os antifungicos mais utilizados para C. albicans sdo anfotericina B e fluconazol, que tem
uma faixa de concentracdo minima inibitoria (CMI) de 0,25 pg/mL a 2,0 pg/mL, C. guilliermondii
séo anfotericina B e fluconazol, C. krusei sdo anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol
que tem uma faixa de concentracdo do CMI de 0,12 pg/mL 65 pg/mL, C. parapsilosis séo

anfotericina B e fluconazol, que tem uma faixa de concentracdo do CMI de 0,12 pg/mL a 2,0
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pg/mL, C. tropicalis sdo anfotericina B e fluconazol que tem uma faixa de concentracdo do CMI
de 0,12 pg/mL a 4,0 pg/mL (NETO et al., 2015; REX et al., 1996; PFALLER et al., 2010).

Um meétodo padronizado para determinagdo da suscetibilidade antifungica para as leveduras
foi proposto pelo “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), atual
“Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI 2008), o documento M27-A com o0 protocolo
padronizado para a avaliacdo in vitro de atividade antifungica. O documento inclui a selecdo de
agentes antifungicos, preparacdes de solucao padrao e diluigdes de antifingicos, implementacéo e
interpretacdo dos testes. Além disso, a padronizacdo esta relacionada com o meio de cultura
ultilizado para o crescimento e estimulacdo da esporulagdo (batata-dextrose-Agar e Agar
Sabouraud) e o meio de cultura para o teste de susceptibilidade (RPMI 1940), determinar a
concentracdo minima inibitéria (CMI), padronizagdo do inoculo, periodo (24h a 48h) e
temperatura de inoculagdo (35°C a 37°C), leitura e interpretar os dados.

As drogas antifingicas mais frequentes de uso clinico sistémico séo a anfotericina B e suas
preparac@es lipidicas, itraconazol, fluconazol, derivados triazdlicos (voriconazol, posaconazol e
ravuconazol) e derivados das equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina)
(ANAISSIE, 2008, CORNELY et al, 2009). O tratamento por via oral € realizado em casos de
lesbes extensas ou disseminadas (MANGUEIRA et al., 2010), utilizando-se a classe dos
imidazolicos (fluconazol, itraconazol e cetoconazol) e alilaminas (terbinafina). O fluconazol pode
ser aplicado tanto oral quanto parenteral, mas seu espectro de acdo é restrito as leveduras,
principalmente, do género Candida, foi também visivel o indices de sensibilidade observados
frente & anfotericina B e flucitosina (ALTHAUS et al., 2015; NUNES et al., 2011).

1.1.2 Myxomycetes - Familia Reticulariaceae

Os myxomycetes (Amebozoa: Myxogastria) convivem com diferentes grupos de fungos
nos diversos ambientes que habitam e provavelmente desenvolveram estratégias para competir
adequadamente por recursos de comum interesse.

Dentre as 12 familias que compdem a classe, inclui-se Reticulariaceae Rostaf., da ordem
Liceales, com 34 espécies, distribuidas nos géneros Alwisia Berk. & Broome, Dictydiaethalium
Rostaf., Lycogala Pers., Reticularia Bull. e Tubifera J.F. Gmel.(MARTIN et al., 1983; LADO
2017). Farr (1976), com base no Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB), propés
a substituicdo do nome Reticulariaceae por Enteridiaceae, pois o nome Reticularia ja era
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prioritariamente ocupado por um taxon pertencente aos liquens. Conforme Gams (2001), a
proposta de conservacdo de Reticularia (1787-88) feita por Lado; Pando (1997), foi aceita pelo
Comité de Fungos e Liquens da Associacdo Internacional para Taxonomia de Plantas (IAPT),
mantendo-se, dessa forma, o nome inicialmente proposto para esta familia (MITCHELL, 2000;
LADO, 2017).

Os membros da familia Reticulariaceae sdo caracterizados pela presenca de esporocarpos
do tipo etalio, como L. epidendrum e Lycogala exiguum Morgan (com pseudocapilicio) ou
compostos por esporangios densamente agrupados em um pseudoetéalio, como em T. microsperma
e Tubifera dimorphotheca Nann.-Bremek. & Loer (ndo apresentam pseudocapilicio) e A.
bombarda (apresenta esporangio pedicelado; pseudocapilicio presente).

No Brasil, a ocorréncia de Alwisia bombarda, também citada pelo sinbnimo Tubifera
bombarda (Berk; Broome) G.W. Martin, na data de 1951, foi relatada ap6s coletas realizadas em
Beberibe, Recife (FARR, 1960). No ano de 2014 foram descritas Alwisia lloydiae Leontyev, S.L.
Stephenson; Schnittler, para o South Wales e Tasmania, Alwisia morula G. Moreno, Leontyev,
D.W. Mitch., S.L. Stephenson, C. Rojas & Schnittler e Alwisia repens Leontyev, Schnittler, G.
Moreno, S.L. Stephenson, D.W. Mitchell; C. Rojas, descritas, respectivamente para a Costa Rica e
Austrélia (LADO 2017).

Dictydiaethalium Rostaf. apresenta pseudoetalio composto por numerosos esporangios
densamente agrupados, com pseudocapilicio que se estende através de filamentos verticais a partir
da face interna do peridio; esporos amarelos a avermelhados (MITCHELL, 2000). Compreendem
apenas duas espécies, D. dictyosporum Nann.-Bremek. e D. plumbeum (Schumach.) Rostaf.,
sendo este Gltimo um taxon cosmopolita, com registros no Brasil para todas as regifes
(CAVALCANTI, 2016). Na opinido de Nannenga-Bremekamp (1985), este género ndo pertenceria
as Reticulariaceae e constituiria a familia Dictydiaethaliaceae, caracterizada por possuir
birrefringéncia em seu peridio, pseudocapilicio e esporos, fendmeno apenas observado em
membros das Trichiales. Outros pesquisadores apdiam essa visdo, como Neubert et al. (1993). Em
dados originados de estudo filogenético estruturado nos genes SSU e EF1A (Fiore-Donno et al.
2013) este género seria filogeneticamente mais préximo das Trichiaceae que das Reticulariaceae.

Lycogala Adans., com seis espécies (LADO 2017), caracteriza-se pelo pseudocapilicio
composto de tabulos ramificados ligados a face interna do cortex, convolutos e/ou ornamentados

com verrugas ou espinhos; esporos com paredes delgadas e bandas reticuladas (MITCHELL,
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2000). L. epidendrum corresponde a primeira descrigdo de um mixomiceto, apresentada em 1654
pelo micologista Thomas Panckow (MARTIN; ALEXOPOULOS, 1969); a espécie mais recente
do género é Lycogala confusum Nann.-Bremek. ex Ing, que foi proposta por Nannenga-
Bremekamp em 1999 (LADO, 2017). L. exiguum ja foi considerada como uma variedade de L.
epidendrum, diferindo pela morfologia do peridio e pseudocapilicio. Lycogala conicum Pers., L.
flavofuscum e Lycogala fuscoviolaceum Onsberg. Sendo, L. flavofuscum e L. conicum
extremamente raras, a L. flavofuscum s6 se tem registro nos trabalho de Torrend (1915), sem
indicacdo de local ou estado onde foi coletada. As espécies do género Lycogala estdo presentes no
Brasil, principalmente na regido Nordeste, com excessao de L. fuscoviolaceum.

O género Reticularia Bull., com 10 espécies, caracteriza-se por apresentar esporocarpos em
forma de etalio, de coloracdo em tons de castanho na maturidade, com hipotalo reduzido ou bem
desenvolvido assim como pseudocapilicio. Para o Brasil, tem-se registro de R. intermedia Nann.-
Bremek., ocorrente na regido Sudeste em ambientes de cerrado; R. jurana Meyl., ocorrente nas
regibes Nordeste e Sudeste em ambientes de Mata Atlantica e Caatinga e R. lycoperdon Bull.,
ocorrente nas regides Nordeste, Sudeste e Sul em ambientes de Mata Atlantica (CAVALCANTI,
2016).

O género Tubifera J.F. Gmel, atualmente com 12 espécies (LADO, 2017), apresenta como
distintos caracteres a auséncia ou a presenga escassa de pseudocapilicio; esporos
caracteristicamente reticulados, pelo menos em um dos hemisférios, hialinos a castanho-
amarelados sob luz transmitida (MARTIN; ALEXOPOULOS, 1969; MITCHELL, 2000). Foi
primeiro proposto por Muller, em 1775 como Tubulifera, incluindo as espécies T. cremor O.F.
Muill e T. ceratum O. F. Mill., mas, a publicagdo ndo foi valida. Jacquin, em 1779, ndo considerou
vélido o género "Tubulifera®, visto que Mdller ndo forneceu uma descrigdo do taxon.

Martin (1961), ainda considerando o género Tubulifera de Jacquin, descreveu a espécie T.
bombarda dentro da familia Tubulinaceae e propds a conservacdo do género Tubifera. Entretanto,
no inicio deste século, o0 mixomicetologista espanhol Carlos Lado prop6s Tubulifera como termo
preferencial com base no CINB (LADO, 2001). Uma proposta de manutencdo foi apresentada ao
Comité para Fungos e Liquens da IAPT, aceita apds apreciada no Congresso Internacional de
Taxonomia realizado em 2005. Leontyev; Fefelov (2005) descreveram uma nova espécie,
denominada T. applanata Leontyev; Fefelov, a qual, segundo os mesmos autores, pertenceria a um
complexo de espécies identificado em T. arachnoidea Jack. Nelson et al. (1982) fizeram um estudo
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taxondmico do género, dando maior peso aos caracteres morfologicos do peridio e ornamentacéo
dos esporos. A superficie interna do peridio de T. microsperma € aberta com numerosas marcas
semelhantes a crateras, sendo distinta das outras espécies do género. A ornamentacdo da parede
interna do peridio, ou a sua auséncia, pode fornecer proveitosas informacfes com relacdo a
distingdo entre T. arachnoidea, T. casparyi (Rostaf.) T. Macbr.,, T. corymbosa Leontyev,
Schnittler, S.L. Stephenson; L.M. Walker, T. dictyoderma Nann.-Bremek; Loer., T. dimorphoteca,
T. dudkae (Leontyev; G. Moreno) Leontyev, G. Moreno; Schnittler, T. ferruginosa, T.
magna Leontyev, Schnittler, S.L. Stephenson; T. Kryvomaz, T. microsperma, T.
montana Leontyev, Schnittler & S.L. Stephenson, T. papillata G.W. Martin, K.S. Thind; Sohi, T.
pseudomicrosperma Leontyev, Schnittler; S.L. Stephenson, na forma de filamentos tubulosos,
simples ou ramificados, os quais sao flexuosos ou rigidos, lisos ou ornamentados. Uma nova chave
foi elaborada para as espécies T. casparyi, T. ferruginosa, T. microsperma e T. papillata (LADO
2017). No Brasil, o género Tubifera apresenta trés espécies: T. dimorphotheca, T. ferruginosa e T.
microsperma (CAVALCANTI, 2016).

Os primeiros registros no Brasil da familia Reticulariaceae foram feitos para os estados de
Sdo Paulo, com a citacdo de L. epidendrum (BERKELEY; COOKE, 1876) e Santa Catarina,
quando Bresadola (1896) mencionou a ocorréncia de duas espécies de Tubifera para Blumenau,
em ambientes de Floresta Atlantica. A maioria dos estudos se concentra na Regido Nordeste do
pais em ambiente de Floresta Atlantica e ecossistemas associados. Por isso, ha uma ampla
distribuicdo com um total de 13 espécies citadas, dentre as 34 espécies referidas para a familia
(CAVALCANTI, 2016).

A Regido Sul possui 0 menor numero de taxons de Reticulariaceae relatados para o pais,
com ocorréncia de A. bombarda, L. epidendrum, L. exiguum, L. flavofuscum, R. lycoperdon, T.
ferruginosa e T. microsperma em Santa Catarina (PUTZKE, 2002). Os estados do Rio Grande do
Sul e do Parana, até a ultima revisdo feita por Putzke (2002), ndo apresentavam registros de L.
exiguum em seus dominios de Floresta Atlantica e todas as outras espécies ja citadas para 0s
estados, A. bombarda, sé foi encontrada no Rio Grande do Sul e T. ferruginosa em Santa Catarina.
No Centro Oeste, sdo referidas para o Distrito Federal as espécies L. epidendrum e L. exiguum, e a
espécie T. microsperma para 0 Mato Grosso. No Norte foram citadas L. epidendrum (Acre,
Amazonas e Roraima) e T. microsperma (Amazonas, Amapa, Pard e Roraima) por Cavalcanti,
(2016).
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No Sudeste, os registros iniciaram-se com o trabalho de Torrend (1915), o qual lista D.
plumbeum, L. epidendrum, L. conicum e R. lycoperdon, sendo a maior parte das espécies
inventariada para o estado do Rio de Janeiro, em coletas realizadas no Parque Nacional do Itatiaia.
Neste trabalho foram feitos os primeiros e Unicos relatos da familia para este estado. Segundo o
observado em Maimoni-Rodella (2002), ap6s aproximadamente um século das primeiras
informacdes para esta regido, ndo se tem conhecimento a respeito do grupo no estado do Espirito
Santo, mas em Minas Gerais foi registrada a ocorréncia de T. microsperma. Mixobiota referente as
Reticulariaceae da Regido Sudeste estd mais bem representada em S&o Paulo, onde se encontram
atualmente descritos para a Floresta Atlantica deste estado nove taxons (MAIMONI-RODELLA,
2002; CAVALCANTI, 2016).

Na Regido Nordeste é conhecida a ocorréncia de quase todas as espécies de Reticulariaceae
listadas para o pais, tendo L. epidendrum, L. exiguum e T. microsperma como mais abundantes e
frequentemente citadas. Contudo, somente no inicio do séc. XXI foram feitos os primeiros
registros de Reticulariaceae para Sergipe, nos estudos realizados por Bezerra et al. (2007), em
ambientes de floresta itmida e Cerrado do Parque Nacional Serra de Itabaiana. Neste trabalho, é
mencionada pela primeira vez para o Brasil e toda a regido Neotropical. Os registros na Paraiba
foram realizados a partir da década de 1980, em coletas realizadas na Area de Preservagio
Permanente Mata do Buraquinho, os quais totalizavam trés géneros e quatro espécies, L.
epidendrum, L. exiguum, R. jurana e T. microsperma (CAVALCANTI; ARAUJO, 1985;
CAVALCANTI, 2002). No estado da Paraiba, em Brejo de Altitude, Costa et al. (2009)
mencionaram pela primeira vez a ocorréncia de D. plumbeum: essa espécie ja era referida para o
Nordeste, no estado do Ceard, por Cavalcanti; Putzke (1998). Outros trabalhos realizados nas
Gltimas duas décadas tém mostrado a diversidade dessa familia em diferentes fragmentos de
Floresta Atlantica, com registro de 10 espécies para o estado de Pernambuco, sendo A. bombarda
muito abundante do final do periodo de inverno (CAVALCANTI 2002; GOES-NETO 1996;
CAVALCANTI et al., 2006; BEZERRA et al., 2007; RUFINO; CAVALCANTI 2007; COSTA et
al., 2009). Embora os estudos tenham sido iniciados em 1913 e os ultimos relatos sejam de
amostragens efetuadas em 2000, o estado da Bahia, atualmente apresenta apenas registros de L.
conicum, L. epidendrum, R. lycoperdon e T. microsperma (GOES-NETO; CAVALCANTI, 2002).
Existe registro de L. epidendrum para os estados de Alagoas, Maranhédo e Rio Grande do Norte; L.



COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 28

exiguum para Alagoas, Piaui e Rio Grande do Norte; Alagoas; duas espécies de Reticularia, R
jurana e R. lycoperdon, sdo citadas para o estado do Rio Grande do Norte (CAVALCANTI 2016).

O emprego de ferramentas moleculares para o estudo dos Myxomycetes é restrito a
trabalhos bem abrangentes, destinados & compreensdo das relagBes entre subclasses e ordens
(FIORE-DONNO et al.,, 2005, 2008, 2009). Taxons de Reticulariaceae, devido a dificil
acessibilidade de seu DNA (FIORE-DONNO et al., 2005), possuem escassas Sequéncias
moleculares depositadas na base de dados do Genbank, correspondendo a algumas espécies de
Lycogala, Tubifera e Reticularia. Esta falta de dados impossibilita o esclarecimento de aspectos
das relagdes filogenéticas em &mbito intra-especifico, como, por exemplo, a resolugdo das reais
afinidades de A. bombarda com as demais espécies de Tubifera no qual foi incluida por Martin
(1961) apenas com base em caracteres morfologicos Leontyev et al. (2014a; 2014b) com base em
investigacdes morfoldgicas e uma filogenia construida com sequéncias parciais do gene SSU
rDNA, revalidaram o género Alwisia e fizeram uma comparacdo de 83 sequéncias de espécies do
género Lycogala, Reticularia e Tubifera com filogenia de dois genes recentes dos Myxomycetes
de esporos claros, resultando em uma topologia similar colocando A. bombarda, A. lloydeae, A.
morula e A. repens em um mesmo clado delimitado dentro da Reticulariaceae.

A taxonomia dos Myxomycetes e, principalmente das Reticulariaceae, baseava-se apenas
nos caracteres morfolégicos dos corpos frutiferos. Analises mostraram a possibilidade de
diferenciar espécies da familia Reticulariaceae através de cromatografia em camada delgada,
cromatografia de coluna silica gel, cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE e
espectrofotdmetro na identificacdo dos componentes quimicos. Acredita-se que outras fontes,
como a bioquimica e a genética, possam ser de grande valia na identificacdo destes organismos,
como complementagdo dos dados morfologicos em que se baseia a taxonomia tradicional (FIORE-
DONNO et al., 2013).

1.1.3 Historico dos estudos sobre atividade antimicrobiana por metabdlitos produzidos por
Myxomycetes

As primeiras referéncias sobre atividade antibiotica por metabdlitos produzidos por
Myxomycetes sdo encontradas em artigos publicados no final da década de 1940, com extratos de
esporocarpos e plasmodios (LOCQUIN; PREVOT 1948; SOBELS 1948).
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Locquin; Prevot (1948) realizaram estudo com o0s esporocarpos de espécies de
Reticulariaceae (Lycogala flavo-fuscum, L. epidendrum, Tubifera ferruginosa), Physaraceae
(Fuligo septica (L.) F.H. Wigg), Didymiaceae (Mucilago spongiosa (Leyss) Morgan (= Mucilago
crustacea F.H. Wigg)) e Stemonitaceae (Stemonitis fusca Roth); dois extratos foram preparados
para cada espécie, colocando os esporocarpos em etanol frio por 24h, filtrando e retomando o
residuo em etanol fervente por 4 h, os quais, apds misturados e fracionados, foram testados
utilizando a técnica previamente introduzida por Locquin (1946), para efeito de atividade
antibidtica. Nos testes efetuados para L. epidendrum, os extratos obtidos a frio ou quente foram
pouco ativos contra 0s microrganismos testados e os de T. ferruginosa mostraram-se inativos
contra Streptococcus putridus Smith e pouco ativos contra Clostridium histolyticum Weinberg, L.
flavo-fuscum e F. septica foram estudadas em duas etapas: primeiro utilizaram etalios coletados em
matas e depois, com plasmodio, seja em cultura pura ou associado as bactérias do solo.
Verificaram que o extrato alcodlico de L. flavo-fuscum contém dois antibidticos termoestaveis: um
insolGvel na &gua e ativo contra S. putridus e C. histolyticum e outro soltvel na agua, ativo s6
contra S. putridus. Observaram que a solucdo de benzeno era fortemente fluorescente, e como esta
mesma fluorescéncia foi vista in vivo nos esporos, concluiram que em L. flavo-fuscumo antibidtico
esta localizado nos esporos. Entre todas as espécies estudadas F. septica foi a que apresentou
melhor resultados, sendo encontrados dois antibidticos extraidos pelo alcool a quente, sollvel na
agua, um mais ativo do que o outro, precipitando ao esfriar. Ap6s o fracionamento e varios testes
Locquin; Prevot (1948) verificaram que as substancias antibidticas ndo estdo nos esporos nem no
pseudocapilicio, e possivelmente seriam 0s pigmentos do cértex do etalio os responsaveis pela
atividade antibidtica, os quais foram isolados e em seguida purificados. Por cromatografia em
coluna de albumina foi obtida uma fracdo ndo adsorvida e duas adsorvidas, uma epifésica (E) e
outra hipofasica (H). Locquin; Prevot (1948) entdo concluiram que nas fracbes E e H se
encontravam dois compostos muito proximos, provavelmente homologos ou isémeros, ativos
contra 0s microrganismos, que foram identificados como &cidos antraquinonicos, e denominados
Fuligoic E e Fuligoic H (pela origem e comportamento durante a cromatografia).

Sobels (1948), estudando as espécies Badhamia utricularis (Bull.) Berkeley e Fuligo sp.
observou que os extratos dos plasmadios apresentavam substancias que inibiam o crescimento de
Torulopsis hystolytica e Torulopsis laurentii (Kufferath) C. E. Skinner, sendo esta Gltima mais

sensivel as substancias inibidoras. Estas substancias antibiéticas inibiram também o crescimento
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de fungos. Em 1950, a mesma autora constatou que 0s esporocarpos de Myxomycetes tém acéo
inibidora aos microganismos encontrados em seu ambiente natural e que o plasmodio de B.
utricularis difunde no agar uma substancia que possui acdo inibitéria sobre culturas de T.
neoformans Sheppei A. Giord. Concluiu entdo que essa acdo antibidtica é de natureza enzimética,
exercida sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos.

Num estudo preliminar, Mayberry et al. (1962) verificaram que extratos do plasmodio de
Physarum gyrosum Rostaf (Physaraceae) desenvolvido em cultura pura e em cultura associada
com E. coli mostraram atividade inibitoria contra S. aureus e P. aeruginosa. Substancias presentes
nos extratos (etanol 10%) dos meios de cultura e do plasmddio evidenciaram atividade inibidora
do crescimento dos microrganismos em estudo. Os autores comentam a dificuldade em manter por
tempo razoavel as culturas puras do plasmodio e, dos varios métodos testados, relatam que o
melhor resultado foi o cultivo em &gar- 4gua sobre o qual foi distribuida uma pasta autoclavada de
celulas de E. coli; entretanto, a manutencdo e o crescimento do plasmodio de Myxomycetes na
auséncia de bactéria vivas foi dificil e a viabilidade das culturas puras foi curta nesse meio agar.

Considine; Mallete (1962) obtiveram a producdo e purificacdo parcial do antibiotico
produzido pelo plasmodio de P. gyrosum. Em testes preliminares, retiraram discos de 13 mm@ do
agar onde P. gyrosum tinha crescido e colocaram em placas semeadas com 0S microrganismos a
serem testados. O material solidificado que se difundiu para as placas, ap6s a incubagéo, provocou
zonas de inibicdo do crescimento das col6nias de P. aeruginosa e B. subtilis, com halos entre 18-
20 mm de diametro. Extratos das culturas de P. gyrosum preparados com varios solventes foram
fracionados por cromatografia e eletroforese, ambas em papel, assim como cromatografia em
coluna. Foram evidenciados pelo menos trés componentes ativos e 0s autores sugerem que estas
substancias possam ser inibidoras para um amplo espectro de bactérias, além das testadas, sendo
de particular interesse para as espécies Gram-negativas. Sugerem também que os métodos
cromatograficos sejam efetivos nesses tipos de pesquisa e que deve ser tentada a cultura dos
Myxomycetes em meio liquido para evitar a interferéncia do agar.

Guimardes et al. (1989) pesquisaram a presenca de substdncias com atividade
antibimicrobiana em esporocarpos de A. bombarda, verificando que os extratos metandlico e
cloroférmico sdo capazes de inibir o crescimento de diferentes grupos de microrganismos,
especialmente de leveduras do género Candida. Os extratos cloroférmicos obtidos a frio/quente e
metanolicos obtidos a quente mostraram atividade contra C. albicans, S. aureus, B. subtilis e E.
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coli; os extratos metandlicos obtidos a frio inibiram B. subtilis e E. coli porém os extratos
acetdnicos ndo inbiram os micricroganismos testados. Para a realizacdo desse estudo foram
extraidos a quente (40°C) com 259,1 mg de esporocarpos e 20 mL para cada solvente (cloroformio,
acetona e metanol) e a extragéo a frio (16°C) com 201,6 mg de esporocarpos e 20 mL dos mesmos
solventes, a infusdo nos respectivos solventes por 24 h, o material foi filtrado, evaporado até a
secura total, tendo rendimento de cloroférmico quente (91,20 mg) e frio (5,40 mg); acetdnico
quente (78 mg) e frio (3 mg); metanolico quente (6,8 mg) e frio (5,8 mg). Para a realizagéo do teste
de atividade utilizaram as concentragdes de cloroférmico quente (45,6 mg/mL) e frio (2,7 mg/mL);
acetonico quente (39 mg/mL) e frio (1,5 mg/mL) e metandlico quente (3,4 mg/mL) e frio (2,9
mg/mL). Foram colocados discos embebidos em cada extrato em placas de Petri com o0s
microganismos-teste. As placas foram incubadas a 30°C (fungos) ou 37°C (bactérias) e a leitura do
halo de inibigéo foi realizada apds 36 h.

Chiappeta et al. (1999a) constataram que os testes de atividade antimicrobiana dos extratos
de etalios de Fuligo septica foram positivos, com didmetro do halo de inibicdo variando de 8 mm a
23 mm para bactérias (B. subtilis, M. luteus) e 10 mm a 24 mm para leveduras (C. albicans). As
autoras utilizaram para estes testes dois tratamentos em relacdo ao tempo de difusdo em geladeira a
12°C por 30min (T1) e 24 h (T2). Apo6s esse tempo de difusdo as placas dos dois tratamentos foram
icubadas por 24 h a 37°C (bactéria) e 30°C (leveduras). Para as bactérias do tratamento 2, o0s halos
de inibicdo foram iguais ou maiores que aqueles obtidos no tratamento 1, ndo havendo diferenca
para as leveduras nos dois tratamentos.

Chiappeta et al. (1999b) verificaram que o pH do solvente interfere significativamente na
extracdo dos principios ativos e que os testes de citotoxidade ndo apresentaram atividade. Os
extratos foram preparados com 1 g de esporos + cortex em 20 mL de metanol de pH 2,0, 7,0 € 9,0,
sob agitacdo em shake a 100 rpm por 15min, temperatura ambiente. Apds a filtracdo os extratos
foram reajustados a pH 7,0 e evaporado todo o solvente. A atividade antimicrobiana foi verificada
a partir de solugdes dos extratos brutos dissolvidos em DMSO (Dimetilsulféxido) a 10.000 pg/uL;
foram utilizados discos de papel de 6 mm embebidos com 30 pL da solugdo do extrato, colocando
sobre meio Sabouraud Agar para as leveduras e Mueller Hilton-agar para as bactérias e em seguida
0s microrganismos — teste foram semeados. As suspensdes do microrganismo foram preparadas em
solugédo salina, usando culturas recentes na concentracdo de 0,5 da escala de MacFarland. A
atividade antimicrobiana foi avaliada medindo o didmetro do halo inibitério ao redor do disco. A
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atividade citotoxica foi avaliada pelo método do MTT (3-(4,5-dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) (Sigma) Dimetil Sulféxido DMSO - (Synth) ou bromide 3-(4,5-
dimethylazol-2-il)-3,5,diphenyltetrazolium.

Albuquerque (1998) pesquisou a presenca de compostos com atividade antibacteriana e
antimicética em etalios de L. epidendrum e registrou que as substancias antimicrobianas sdo
produzidas em todas as estacdes do ano, ocorrendo variacdo no grau de atividade de acordo com o
periodo estacional; os maiores halos foram produzidos por extratos de esporocarpos coletados no
final da estiagem e inicio das chuvas. As substancias estdo presentes desde o inicio da esporulacéo
até a fase de liberagcdo dos esporos e perdem o poder inibitdrio a partir da maturidade do etalio. As
substancias foram ativas contra C. lipolytica e C. tropicalis. Nos extratos fracionados trés fracdes
correspondem a substancia com atividade contra C. lipolytica. As substancias antimicrobianas
produzida por L. epidendrum tém acdo aleopatica, protegendo os esporocarpos do ataque de fungos
e bactérias que compartilham o mesmo ambiente. Para realizacdo desse estudo, os extratos dos
esporocarpos a frio e a quente (40°C, banho-maria/10min) foram submetidos aos solventes de
diferentes polaridades (acetona, acetato de etila, benzeno, cloroférmio, etanol e metanol) e, foram
mantidos em repouso, no escuro, a temperatura ambiente (25°C) por periodos que variaram de 1 a
40 dias, em maceracdo. Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados através do método
de difusdo em disco de papel (6 mm).

Pereira et al. (1992) verificaram que os extratos de F. septica foram ativos contra B. subtilis
e C. albicans e os extratos de T. microsperma inibiram S. aureus, Mycobacterium smegmatis
(Trevisan 1889) Lehmann & Neumann e C. albicans. A atividade citotoxica em células da
linhagem continua KB foi mais eficiente com o extrato acetonico de F. septica (Dlsp =22 pg/ml),
apresentou uma baixa atividade citotdxica para os extratos cloroférmico e metandlico de F.
septica. Os extratos foram obtidos com 18 g de etalios de F. septica divididos em trés partes e para
cada solvente e foram utilizados 130 mL de cloroférmio (A), acetona (B) e metanol (C) e a
extracdo para T. microsperma foram utilizados 0,2092 g em 45 mL de metanol (D). Apds 24 h de
infusdo nos respectivos solventes, o material foi filtrado, evaporado em rota evaporador e mantido
em dessecador até secura total, tendo um rendimento de (A- 0,0499 g, B- 0,1869 g, C- 0,4410g e
D- 0,0837 g). Para os testes de atividade antimicrobiana e citotoxidade os extratos cloroférmico,
acetdnico e metanolico foram ressuspensos nos respectivos solventes e impregnados com 50 pL de

cada extrato, nas respectivas concentracdes (A- 9,98 mg/mL; B- 37,78 mg/mL; C- 73,50 mg/mL;



COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 33

D- 22,17 mg/mL); como controle utilizaram os discos embebidos nos mesmos solventes. As placas
foram incubadas a 30°C, 48 h (fungos) e 37°C, 24 h (bactérias). O halo de inibicdo foi medido ao
redor do disco e o resultado foi expresso em mm. Foram utilizadas suspensdes dos
microrganismos-teste (10’ UFC/ml) e in6culadas em placas de Petri com meio Agar variado.

Guimarées (1992), em sua dissertacdo de mestrado, pesquisou a presenca de substancias
inibidoras do crescimento de 10 espécies de Candida em extratos de esporocarpos de A. bombarda
coletados no periodo chuvoso e de estiagem sobre troncos em decomposicdo em areas
remanescente de Floresta Atlantica (Dois Irméos- Recife-Pernambuco). Cada extrato foi obtido a
partir de 33,0 mg de esporocarpos, utilizando-se o cloroférmio (2,0 mL) e extracdo a quente, em
refluxo (40°C). A concentracdo do extrato obtido com material coletado no periodo de estiagem
(4,45 mg/mL) foi maior que as obtidas nas amostras coletadas no periodo chuvoso (0,5 mg/mL;
0,5 mg/mL; 0,95 mg/mL). Realizaram-se testes de disco (6 mm @) em trés repeticbes, com
culturas em Sabouraud de C. albicans (IA 1007), C. catenulata (1A 1042), C. guilliermondii (1A
1040), C. krusei (IA 1002), C. lipolytica (IA 1055), C. parakrusei (1A 1005), C. pseudotropicalis
(1A 1006), C. tenuis (1A 1044), C. tropicalis (1A 1004) e C. utilis (IA 1009). As dez espécies de
Candida testadas foram agrupadas em trés classes de sensibilidade ao extrato de A. bombarda: 1)
Resistente: C. catenulata, C. guilliermondii, C. parakrusei, C. pseudotropicalis e C. utilis. 2)
Intermediaria: C. albicans (9-10 mm), C. krusei e C. tenuis (7-10 mm) Sensivel: C. lipolytica (13-
19 mm) e C. tropicalis (10-17 mm). Os resultados indicam que nos esporocarpos de A. bombarda
estd presente pelo menos uma substancia com atividade antimicética, independentemente do
substrato e da estacdo do ano em que ocorreu a esporulacéo e, que a variagdo na concentracdo do
extrato (0,5 a 4,45 mg/mL) ndo influiu sensivelmente na resposta das espécies.

Hashimoto et al. (1994), pesquisando atividade antiviral em metabdlitos de Myxomycetes,
observaram que substancias extraidas do etalio de L. epidendrum apresentam atividade contra o
virus da herpes (HSV-1).

Ribeiro et al. (2002), em suas pesquisas sobre metabdlitos bioativos presentes em
plasmddios de Physarella oblonga (Berk. & M.A. Curtis) Morgan, obtiveram extratos ativos
contra S. aureus (halo de 14mm), M. smegmatis (halo de 12 mm e 13 mm), B. subtilis (halo de 9
mm e 10 mm) e P. aeruginosa (halo 8 mm a 10 mm); E. coli apresentou resisténcia a todos os
extratos testados. As autoras utilizaram processo inédito de imobilizacdo do plasmodio de P.
obolnga em caulinita (1 mg:10 g), empregando acetato de sodio (1 mM) como precursor
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metabolico. As fracdes foram recolhidas durante um periodo de um més, extraidas com 25 mL de
éter/ acetato de etila (65:35; v/v) e cloroférmio/ acetonitrila (60/40; v/v), seguindo a ordem de
polaridade dos solventes, obtiveram uma extragdo de 5 mL de éter/ acetato de etila (65:35; v/v),
mantendo-se em agitacdo por 1 h e em repouso por 24 h a 6°C. Apos filtrado, o residuo foi extraido
com 0 mesmo tempo, temperatura e volume de cloroférmio/ acetonitrila (60/40; v/v). Os extratos
foram evaporados em temperatura ambiente e mantidos em dessecador até o peso constante. Para
0s testes de atividade antimicrobiana, os extratos foram ressuspensos nos mesmos solventes
utilizados para a extragédo, na concentragdo de 1 mg/mL e foram impregnados nos discos de papel
(25 pL) depositados sobre o meio previamente inoculado com 50 mL da suspensdo de
microrganismos na concentragdo de 10’ UFC/mL. Como controle utlizaram os discos impregnados
com os respectivos solventes utilizados para a extracdo. As placas de Petri foram mantidas a 8°C
durante 24 h e em seguida foram inoculadas a 38°C por 24 h para bactérias Gram-positiva e Gram-
negativa, e 48 h para as bactérias alcool acido resistentes. O resultado foi avaliado medindo o
didmetro do halo de inibigdo. Ribeiro et al. (2002) concluiram entdo que o plasmodio de P.
oblonga imobilizado por caulinita pode permanecer metabolicamente ativo por pelo menos um
més e que a temperatura ambiente e as condi¢des de luz ambiente sdo importantes. Os extratos
foram analizados em espectrofotémetro (254 nm e 366 nm) obtendo uma absorbéncia de 266 nm e
310 nm e em cromatografia em camada delgada (tolueno/acetato de etila/acido férmico 8:1;1;
V,V) para verificar a produtividade do plasmodio imobilizado. A absorbancia dos extratos em
ambos 0s comprimentos de onda e a analise por cromatografia mostrou uma sintese de compostos
pelo material imobilizado. Trés manchas nos cromatogramas foram observadas para 0s extratos
obtidos do plasmddio imobilizado, das quais duas coincidem com o valor de R¢ e coloracdo das
manchas observadas para 0 material in natura usado como referéncia. No ano de 2003, Ribeiro et
al. detectaram acdo inibitoria de extratos metanolicos e aceténico obtido dos esporocarpos de P.
oblonga contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, alcool-acidoresistente, fungos
filamentosos e leveduras.

Rezanka; Dvorakova (2003) isolaram de Lycogala epidendrum dois novos glicosideos
(lycogalinosidas A e B) e verificaram que o composto lycogalinosidas A tem atividade
antimicrobiana inibidora contra bactérias Gram-positivas S. aureus e B. subtilis, com CIM de 52
mg/mL e 12 mg/mL, respectivamente e o composto lycogalinosidas B tem um crescimento
inibitério 10 vezes menor que a atividade para lycogalinosidas A contra as cepas de bactérias
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testadas. Exibiu uma atividade antifungica um pouco maior do que os lycogalinosidas A. Estes
resultados indicam que os lycogalinosidas A tém uma maior permeabilidade nas células e
interagem mais fortemente com as bactérias do que com os fungos. Procedeu-se a separacdo e
purificacdo dos principios ativos, através da cromatografia em camada delgada, em silica gel,
cromatografia em coluna Sephadex LH-20 e ressonéncia magnética nuclear de protons.

Herrera et al. (2011) testaram a acdo de extratos de plasmddio de P. oblonga sobre
Trypanosoma, bactéria e fungos e verificaram sua citotoxicidade. Desenvolveram um protocolo de
bioanalises adequado para 0os compostos quimicos, utilizando as anlises de ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia de massa (MS). Detectaram a presenca de estigmasterol e &cidos
graxos. Os extratos apresentaram baixa toxidade e atividade positiva contra Trypanossoma cruzi
Chagas, significativamente mais elevada do que a atividade apresentada por um dos controles
utilizados. Da mesma forma, extratos de uma espécie ndo identificada de Physarum, mostraram
forte atividade antimicrobiana e antifungica contra espécies de Bacillus cereus Frankland &
Frankland, Fusarum oxysporum Schitdl e R. solani Kuhn . O extrato de Physarum melleum (Berk.

& Broome) Masse e apresentou inibi¢do do crescimento do fitopatdgeno F. oxysporum.

1.1.4 Metabdlitos secundarios presentes em esporocarpos dos Myxomycetes

Ainda sdo poucos os estudos quimicos dos metabdlitos secundarios produzidos pelos
Myxomycetes, apesar do conhecimento ja existir a mais de oito décadas, a maioria destes estudos
foram realizados por Steglich (1989) como exclusivos desse grupo de organismos.

As pesquisas foram desenvolvidas desde a década de 30 por Solacolu (1932) estudou os
pigmentos de 26 espécies de Myxomycetes e concluiu ndo serem antocianinas e que sao similares
aos que ocorrem nos fungos superiores. O referido autor concluiu que os pigmentos presentes nos
esporocarpos sdo quimicamente diferentes dos pigmentos plasmodiais, pois durante a esporulagédo
ocorrem mudancas bioquimicas muito drasticas no plasmodio. Varias pesquisas foram
desenvolvidas nas décadas posteriores (SOBELS 1954; WOLF 1959; DRESDEN 1959;
KURAISHI et al. 1961; TYHELL 1962; NAIR; ZABKA 1966; FRANKE et al. 1967; LENFANT
et al. 1970; FRANKE; BERRY 1972, CZECZUGA 1980; CASSER et al. 1987; STEFFAN et al.
1987; LEY et al. 1988; REZANKA 1993; MIYAIRI et al. 1994; FRODE et al. 1994,
HASHIMOTO et al 1994a, 1994b; BUCHANAN et al. 1996 e CHIAPPETA et al. 1999). (Tab. 1).
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Sobels (1954) estudou a composicao quimica do plasmédio de B. utricularis, empregando
cromatografia em papel e espectros de absorcéo, indicando a presenca de pigmentos flavonoides.
Em 1959, Wolf demonstrou a presenga de dois pigmentos amarelos extraidos do plasmodio pelo
metanol, que apds andlise através da cromatografia em coluna e em papel foram identificados
como pteridinas.

Diversos trabalhos foram desenvolvdos nos anos 1960-1970, focando principalmente
espécies de Physaraceae, como os de Tyhell (1962), Franke et al. (1967), Franke; Berry (1972),
que realizaram pesquisas quimicas taxondmicas de plasmodio, utilizando eletroforese em gel na
andlise e caracterizacdo das proteinas. Kuraishi et al. (1961) extrairam com acetona a 80% em
agua, trés pigmentos do plasmodio de P. polycephalum. Os pigmentos ndo foram identificados,
mas os autores concluiram que néo se tratavam de pteridinas e nem sdo do tipo peptidio, como foi
proposto por Dresden (1959), que trabalhou com cromatografia em papel, estudando o plasmodio
dessa mesma espécie. Nair; Zabka (1966) usaram métodos cromatograficos e espectrofotométricos
para caracterizar os pigmentos plasmodiais em algumas espécies de Myxomycetes, entre essas
Physarella oblonga; relatam trés substancias, com altos valores de Rg identificadas como
compostos fenolicos, também registrados para P. polycephalum e Didymium iridis (Ditmar) Fr.
Pigmentos identificados como flavonas foram detectados em outras espécies, como P. gyrosum.
Lenfant et al. (1970), empregando cromatografia em fase gasosa, cromatografia em coluna
empacotada com silica impregnada de nitrato de prata a 50% e CCD em silica-gel G, conseguiram
determinar a composi¢cdo em esterois de P. polycephalum.

Algumas pesquisas foram desenvolvidas nos anos 1980-1990, principalmente na Poldnia,
Tchecoeslovaquia e no Japdo, focando principalmente os pigmentos do plasmédio. Czeczuga
(1980) detectou a presenca de carotenoides em algumas espécies de Myxomycetes, dentre elas L.
epidendrum. Encontrou 42,2% de 3- caroteno em esporocarpos recém esporulados e 0s pigmentos
neurosporeno, y-caroteno e -zeocaroteno em esporocarpos maduros, comentando que 0S mesmos
poderiam ser aproveitados como complemento vitaminico ou como corante de alimentos.
Fuligorubina A, identificada por Casser et al. (1987) como o pigmento responsavel pela coloracéo
amarela do plasmodio de Fuligo septica, foi o primeiro derivado do acido tetramico isolado em um
mixomiceto. Os autores comentam que este pigmento € um fotoreceptor e estaria relacionado com
0 processo de conversdo de energia durante o ciclo de vida do Myxomycetes. Sua estutura foi
descrita empregando uma combinacgdo de espectrometria de massa e 1H- e 13C-RMN. Os autores
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comentam que derivados do é&cido tetramico sdo também substdncias com micotoxinas,
antibioticos e agentes antitumorais. A sintese desse pigmento foi posteriormente obtida por Ley et
al. (1988). Steffan et al. (1987) isolaram um pigmento amarelo, a partir da fase plasmodial de P.
polycephalum e a estrutura quimica foi elucidada e identificada, por CLAE, como phisarocromo A,
apresentando similaridade estrutural com a fuligorubina A.

A pesquisa referente as substancias quimicas foram iniciadas a partir de 1990 com o0s
trabalhos de Rezanka (1993) referiu a presenca de acidos graxos mono e polisaturados,
caracterizados por espectrometria de massa em nove espécies de Myxomycetes. Miyairi et al.
(1994) fizeram a caracterizacdo enzimética de B. utricularis, ao estudarem a atividade litica de
enzimas como a celulase, quitinase, B-1,3-glucanase, entre outras, extraidas dessa espeécie.
Hashimoto et al. (1994a, 1994b) detectaram substancias com atividade antiviral, identificadas
estruturalmente como dimetilpirroledicarboxilatos, em esporocarpos de L. epidendrum e
identificaram trés triglicérides poliacetilenicos, denominados licogarideos A-C. Frode et al. (1994)
encontraram trés compostos principais no extrato metanolico de L. epidendrum, os quais foram
denominados de &cidos licogalicos. Buchanan et al. (1996) isolaram compostos lycogarideos D-G,
acido esteres lycogalico dimetil A e B, obtidos de esporocarpos de L. epidendrum. Essas estruturas
foram elucidadas por métodos espectroscopico e quimico. Em tese de doutorado ndo publicada
Chiappeta (1999) detectou a presenca de varios grupos de compostos, entre os quais flavonas,
fenois, taninos, pirogalicos, flavononas, triterpenoides e esteroides nos extratos de F.septica,
analisando etalios desenvolvidos sobre bagaco de cana de acglcar. Os extratos continham
substancias com atividade inibidora do crescimento de colbnias de bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, alcool-acido resistentes e leveduras.

No século XXI essas pesquisas foram aprimoradas com os estudos da biogquimica e 0s
compostos foram identificados por meio dos dados de espectrometria de massa, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), 1H e 13C RMN, SM, UV espectro IR (EISENBARTH,;
STEFFAN 2000; ISHIBASHI et al. 2001; ISHIKAWA et al. 2002; REZANKA 2002; REZANKA,
DVORAKOVA 2003; MISONO et al. 2003; KAMATA et al. 2004, 2005; DEMBITSKY et al.
2005; ISHIBASHI 2005; NAKATANI et al. 2005a, 2005b; KANIWA et al. 2006; WATANABE
et al. 2007; ISHIBASHI 2007; SHINTANI et al. 2009; ZHOU; LIU 2010) (Tab. 1).

Eisenbarth; Steffan (2000) estudando as vias metabolicas de P. polycephalum, elucidaram

as estruturas e a biosintese da criophisarina A e extrairam um pigmento amarelo de fragmentos de
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plasmadios. Ishibashi et al. (2001) investigaram Didymium bahiense Gottsb. cultivado em placas
de agar com farinha de aveia obtendo a formacao de esporangios. Isolaram e identificaram através
de dados espectrais a makaluvamina, confirmando que este alcaloide ndo era restrito a esponjas
marinhas. Ishikawa et al. (2002) investigaram esporocarpos de Lindbladia tubulina Fr. e
descreveram a lindbladiona. Em espectrofotometro, o composto 7-metoxilindibladiona mostrou
pico de absorbancia em 265-367 nm. Para a realizacdo dos estudos, macerou 7,21 g de
esporocarpos em 90% metanol e 90% acetona, obtendo um rendimento de 1,66 g, que foi dividido
entre etanol e dgua; a solucdo de etanol foi evaporada com rendimento de 343 mg; a fracdo aquosa
foi cromatografada em coluna e eluida com 0-100% de metanol (274 mg) e agua (499 mg), filtrada
e separada por CLAE e elucidada em espectrofotdmetro. Rezanka (2002) descreveu a estrutura
quimica de cinco novos acidos graxos poliinsaturados e quatro de seus glicosideos encontrados em
sete espécies de Myxomycetes, entre as quais se inclui L. epidendrum. Os glicosideos continham
glicose, manose e ramnose. Os compostos foram identificados por meio de 1H e 13C RMN, MS,
UV espectro IR. Rezanka; Dvorakova (2003) isolaram de L. epidendrum dois compostos
glicosideos polipropionato lactona (lycogalinosideos A e B), encontrados apenas nos
Myxomycetes, contendo uma unidade 2- desoxi -a-lI- fucopiranosil (1-4)-6- desoxi -b-d-
glicopiranosil e uma unidade b-d-olivo piranosil -(1-4)-b-d- Fucopiranosil. Com os extratos de
butanol que foram separados em Sephadex LH-20 e fragbGes obtidas foram purificadas por
cromatografia liquida em fase reversa (RP-CLAE). Foram determinadas por meio dos dados de
espectrometria de massa, IR, UV, 1D e 2D RMN e de degradagdo quimica e cromatografia.
Misono et al. (2003) isolaram trés novos pigmentos (Physarigins A-C) a partir de plasmodios
cultivados de Physarum rigidum (G. Lister) G. Lister. Suas estruturas foram elucidadas por dados
espectrais. Estes pigmentos sdo relativamente instaveis e ndo se dissolvem facilmente em solventes
organicos. Analise em CLAE das physarigins A e C revelaram que a physarigin A era produzida a
partir da physarigin C. Estes compostos s@o estruturalmente semelhantes ao physarochromo A, que
é produzido por P. polycephalum considerado como um fotoreceptor na fisiologia deste organismo
(STEFAN et al., 1987).

Kamata et al. (2004) isolaram de esporocarpos de T. dimorphoteca os compostos tubiferal
A e B, elucidando as estruturas por dados espectrais. Esse composto exibe um efeito reverso a
vincristina (VCR). Kamata et al. (2005) apresentaram dois novos alcaloides bisindol denominados
cinereapirrol A (1) e B (2), isolados de esporangios de Arcyria cinerea (Bull.) Pers. e trés novos
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alcaldides bisindol (3—5), isolados de etalios de L. epidendrum. Sete bisindol (6—12) conhecidos
foram concomitantemente obtidos deles. As estruturas dos novos compostos foram elucidadas por
dados de espectro. Entre estes alcaldides bisindol, o composto 12 mostrou citotoxidade contra
linhagens de células tumorais cultivadas. Dembitsky et al. (2005) registraram quase 100 compostos
das espécies de Myxomycetes e relataram na revisdo deste artigo de atividade bioldgica e
estruturas quimicas. Ishibashi (2005) revisou resultados de estudos de metabolitos bioativos de
Myxomycetes obtidos em dois anos de estudo no laboratério, obteve a germinacao dos esporos de
centenas de Myxomycetes coletados em campo no Japao e conseguiu em laboratério culturas de
plasmaddio em placas de Petri com meio Agar de muitas espécies de mixomicetos em uma escala
pratica para pesquisa de produtos naturais. Esporocarpos de Didymium iridis (Ditmar) Fr. foram
coletados em Ochi-san, no Japéo, sobre folha morta e cultivados de laboratorio, a partir dos quais
Nakatani et al. (2005a) isolaram um pigmento verde (makaluvamina I), e um pigmento vermelho
(damirone C), ambos anteriormente conhecidos apenas em Zyzzya fuliginosa Carter, uma esponja
marinha. Foram isolados em cromatografia de coluna silica gel e separados por CLAE. Os
componentes foram identificados por dados de espectrofotdmetro. Em Tokorozawa, no Japao,
Nakatani et al. (2005) cultivaram P. melleum em Agar e prepararam extratos do plasmoédio
macerado em 90% de metanol e 90% de acetona, dos quais isolaram dois compostos: melleumins
A (rendimento 0,007%) e B (rendimento 0,02%), elucidados por UV (254 nm) e em
espectofotdmetro. Investigando compostos derivados do acido anthranilico, Nakatani et al. (2005b)
verificaram que o etdlio de Fuligo candida Pers. contém um pigmento amarelo derivado da
condensacdo de um acido cycloanthranilico, uma acetona e um indol-3-carbaldeido.

Kaniwa et al. (2006a) isolaram trés novos dibenzofuranos (kehokorinas A-C), em
esporangios de Trichia favoginea var. persimilis coletados no campo, e as suas estruturas foram
elucidadas por dados espectrais. Watanabe et al. (2007) isolaram as kehokorinas D- E de
esporocarpos da mesma espécie coletados no campo. Kehokorina A € um a-l-ramnopiranosideo de
kehokorina B, enquanto kehokorina C é um analogo 1-desmetoxi de kehokorina B. Os autores
relatam que as kehokorinas A, D e E demonstraram ser citotoxicas contra células HelLa, com
valores de IC50 de 1.5, 6.1 e 4.5 ug/mL-1 g, respectivamente. Em esporangios da mesma espécie
coletados no campo Kaniwa et al. (2006b) isolaram dois novos esterois (trichiol e 3-epitrichiol de
etila) e as suas estruturas elucidadas por dados espectrais. Trichiol foi citotoxico contra as células
HelLa. No Japdo, Ishibashi (2007) conseguiu desenvolver plasmddios de vérias espéecies de
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Myxomycetes a partir da germinacdo de esporos, obtendo material em quantidade adequada para
pesquisas quimicas de produtos naturais. Refere ter isolado pyrroloiminoquinonas, pigmentos
amarelos polyeno e um peptideo lactona em plasmodios; em esporocarpos coletados em campo
isolou novos pigmentos naftoquinonas, cicloantranililoprolinas, bisindois inibidores da
tirosina’quinase, uma lactona citotdxica triterpenos aldeido, um glicosideo dibenzofuranico e
esterdis. Dentre as espécies estudadas incluiu dois géneros e trés espécies da familia
Reticulariaceae (L. epidendrum, T. casparyi e T. dimorphotheca). Shintani et al. (2009) isolaram o
acido fuligoico, um novo pigmento amarelo com a estrutura do acido polieno-pirona clorado, a
partir de etalios de Fuligo septica f. flava coletados no campo, e a sua estrutura foi elucidada por
dados espectrais.

Zhou; Liu (2010) revisaram os resultados de estudos de metabolitos bioativos de fungos,
liguens e Myxomycetes. Com base em relatos de diferentes autores comentam que varios
alcalGides bisindol foram isolados dos Myxomycetes. Em espécies de Arcyria foram isolados:
dihidroarcyriarubina C, arcyriarubina C e arcyriaflavina C, de A. ferruginea Saut; cinereapirrois A
e B de A. cinerea; arcyriarubina B-6-O-sulfato a partir de arcyroxocina B de A. denudata (L.)
Wettste dihidroarcyriacyanina de A. obvelata (Oeder) Onsberg. Arcyriaflavina C apresenta
atividade de inibicdo do ciclo celular das fases G1 e G2 / M a 10 e 100 ng ML1, respectivamente e
a arcyriaflavin B mostrou citotoxicidade (IC50 2,28 mg ml*) contra a celulas KB resistentes &
vincristina (VCR). Da familia Reticulariaceae relatam o isolamento das flavinas arcyria- B e C, em
pseudoetalios de T. casparyi, e trés novos alcalbides bisindole, 6-hidroxystaurosporinona e 5,6-
dihidroxiarcyriaflavina A, em etélios de L. epidendrum (Tab. 2). Zhou; Liu (2010) comentam
também varios artigos cujos autores isolaram pigmentos de naftaquinonas em espécies de
Cribrariaceae, os quais denominaram cribrarionas A (Cribraria purpurea Schrad), com atividade
antimicrobiana contra B. subtilis, B (C. cancellata) e D (C. meylanii), com atividade contra células
de adenocarcinoma gastrico; para espécies da mesma familia comentam ainda os compostos
lindbladiona, encontrado em C. intricata, 6,7-dimethoxidihidrolindbladiona, dihidrolindbladiona e
6-methoxidihidrolindbladione encontrados em L. tubulina. Com relacdo as Physaraceae reportam
que F. cinerea produz um metabdlito denominado fulicinerosideo, um dibenzofurano glicosidico,
dois compostos isolados de etalios de F. aurea coletados no campo (cis- e trans-triptofano 4-

aminocinnamamidas) etriplofano 4-aminobenzmida, detectada em etalios de F. candida.
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Leal et al. (2016) comentam que informagdes taxondmicas e geograficas sdo ferramentas
importantes para maximizar a eficiéncia na prospec¢do de produtos naturais, pois contibuem
fortemente para definir quais grupos taxonémicos e/ou regides podem ser de interesse para futuras
pesquisas. Trabalhando dentro dessa perspectiva, sera possivel tirar proveito de informacdes
disponiveis na literatura e realizar meta-andlises interdisciplinares, que permitirdo melhor

eficiéncia em futuros empreendimentos em bioprospeccao.
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Tabela 1 - Substancias quimicas encontradas em esporocarpos de Myxomycetes.

A. sp= Arcryria sp; A. cin.= Arcyria cinerea; A. den.= Arcyria denudata; A. ferr= Arcyria ferruginea; A. obv= Arcyria obvelata; C.
frut= Ceratiomyxa fruticulosa; C. can= Cribraria cancellata; C. int= Cribraria intricata; C. meyl= Cribraria meylan; C. purp=
Cribraria purpurea; D. bahi var. bahi = Didymium bahiense; D. irid= Didymium iridis; F. cand= Fuligo candida; F. cin= Fuligo
cinereum; F. sep= Fuligo séptica; L. frag= Leocarpus fragilis; L. tubul= Lindbladia tubulina; L. epid= Lycogala epidendrum; L.
flav= Lycogala flavofuscum; M. florif= Metatrichia floriforme; M. vesp= Metatrichia vesparium; P. sp= Physarum ; P. flavc=
Physarum flavicomum; P. mell= Physarum melleum; P. poly= Physarum polycephalum; P. rigi= Physarum rigidum ; T. favo=
Trichia favoginea; T. var= Trichia varia; T. casp= Tubifera casparyi ; T. dimorf= Tubifera dimorphoteca

Classe Compostos Espécies Referéncias

1,2- diacilo fosfatidiletanolamina; 1-alk-1'-enyl-2-
acyl-PE (plasmalogénio , PPE); 1-alquilo -2-acyl-

Lipidios aminados PE (APE); lisofosfatidiletanolamina; A.sp., F.sep, P.
fosfatidilserina (PS). poly, T. var Dembitsky et al., 2005
1,2- diacilo - fosfatidilcolina (PC); 1-alk-1'-enyl-2-acyl- Dembitsky et al., 2005
Lipidios colina PC (plasmalogénio, PPC); 1- alquilo -2-acyl-PC (APC); A. sp., F. sep, P.
lisofosfatidilcolina (LPC). poly, T. var
Fosfatidilinositol (PI); cardiolipin (CL); acido A.sp., F.sep, P. Dembitsky et al., 2005
fosfatidico (PA). poly, T. var
D. bahi var. bahi
monoalquil-glicerol (Plasmodio) Misono et al., 2003
triglicerideos poliacetileno: lycogarides A (11);
lycogarides B (12); lycogarides C (13). L. epid Hashimoto et al., 1994

acilglicerois: lycogarides D (14); lycogarides E
(15);lycogarides F (16); lycogarides G (17); acido

ésteres dimetil lycogalico A e B. L. epid Buchanan et al., 1996
acido fosfatidico ciclico (18) P. poly kobayashi et al., 2002
ceratiopirona (19) C. frut Steglich, 1989
acerinol T. dimorf Kusano et al, 1976
cimigenol T. dimorf Wu et al, 1997
Dembitsky, 1996;
Lipidios alquilglicerfosfolipidios Myxo Kaneshiro, 1987

glicosideos polipropianato de lactona: lycogalinosidio A Rezanka; Dvorakova,

Glicosideos (23); lycogalinosidio B (24). L. epid 2003
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Classe Compostos Espécies Referéncias
glicosideo (3) A.cin Rezanka, 2002
glicosideo (2) A. den Rezanka, 2002
A. obv, F.sep, L.
glicosideo epid, P. poly, T. var. Rezanka, 2002
Acido acido lycogarico A L. epid Frode et al, 1994
Zhong-Yu Zhou; J-Kai
Acidos graxos polien-pirona F. sep Liu, 2010
A.cin, A. den, A.
obv, L. epid, L.
flavo, T. favo, T.
i-13:0; i-14:0; i-15:0; i-16:0; i-17:0; i-18:0; i-19:0 var. Dembitsky et al., 2005
ai-13:0; ai-15:0; ai-19:0. F. sep, P. sp. Dembitsky et al., 2005

A.cin, A. den, A.
13:0-compl; 14:0- compl; 15:0- compl; 16:0 - Acido obv, F. sep, L. epid,
palmitico; 17:0 - 4cido menor; 19:00; 20:0 - Acido L. flavo, P. sp., T.
menor; 22:0- completo; 24:0- completo. favo, T. var. Dembitsky et al., 2005

acidos graxos principal: 16:0 (5,7%); 16:0 (31%); 16:0
(7,8%); 9-18:1 (37,3%); 9-18:1 (21,5%); 9-18:1 (35%);
9,12-18:2 (36,2%); 9,12-18:2 (27,2%); 9,12-18:2

(34,2%). P. poly Korn et al, 1965
cis- acido graxo raro: 5,9-16:2; 5,9-18:2; 5,11,14-20:3; Carballeira; Shalabi,
5,11,14,17-20:4; 7,13-22:2; 7,15-22:2. T. favo, T. var 1990
A. obv, F.sep, P.
Acidos graxos ai-17:0 sp. Dembitsky et al., 2005

Eisenbarth;Steffan,
chrysophysarina A (30) P. poly (plasmodio) 2000
“physarigins A" (31); “physarigins B” (32);
“physarigins C” (33). P. rigi (plasmodio)  Misono et al., 2003
physarochromo A (34) P. poly (plasmodio)  Steffan et al., 1987
fuligopyrona (35) F. sep Steglich, 1989
fuligorubina A (36) F. sep Casser etal., 1987

Acidos graxo amino compostos de 37-40 L. frag Steglich, 1989
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Classe

Compostos

Espécies

Referéncias

Acidos graxo amino

acido physarorubinico A (41); B (42); acido tetramico,

polycephalina B (43)

P. poly (plasmodio)

Nowak; Steffan, 1998

acido polycephalina C (44)

P. poly (plasmodio)

Longbottom et al., 2003

Acidos graxo
mMOoN0enoico

14:In - 7;

A. cin, A. den, A.
obv, F. sep, L.
flavo, P. sp., T. favo,
T. var.

Dembitsky et al., 2005

14:In-5; 16:In-5; 16:In-7; 16:In—9; 17:I1n — 8; 18:In

A.cin, A. den, A..

Dembitsky et al., 2005

-5;18:In-7; 18:In-9; 18:In - 11; 18:I1n — 13; 19:In —
8:20:In—-7; 20:In—-9; 20:In — 11; 20:In — 13; 21:In - 9;

22:In-9; 22:In — 11;

obv, F. sep, L. epid,
L. flavo, P. sp., T.
favo, T. var

19:In-10

F. sep, L. flavo, P.
sp.

Dembitsky et al., 2005

20:In - 15

A. cin, F. sep, P. sp.

Dembitsky et al., 2005

22:In—-13; 22:In - 15; 23: In—9;

F. sep, P. sp.

Dembitsky et al., 2005

A. cin, A. den, A.
obv, F. sep, L.

22:In-7 flavo, P. sp., T. var. Dembitsky et al., 2005
Acidos graxo A. den, A. obv, F.
MOoNO0EeNoIco 24:In-9 sep, L. flavo, P. sp.  Dembitsky et al., 2005
“kehokorins A-C” T.favo var.pers Lee et al, 2006a
Nagatsu et al.; 2004;
Acido arylpyruvic “kehokorins D” T.favo Lee et al, 2006b
arcyriarubina A (45); arcyriarubina B (46);
arcyriaflavina D (51); A. den Steglich et al., 1980
Steglich et al., 1980;
arcyriarubina C (47) A. den, A. ferr Steffan et al., 1987
Steglich et al., 1980;
arcyriaflavina A (48) A. den, L. epid Frode et al., 1994
Steglich et al., 1980;
A.den, T.casp, L.  Nakatani et al., 2003;
Alcaloide arcyriaflavina B (49) epid Frode et al., 1994
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Classe Compostos Espécies Referéncias
Steglich et al., 1980;
Nakatani et al., 2003;
A. den, T. casp, Kopanski et al., 1982;
arcyriaflavina C (50) M.vesp, A. ferr Nowak; Steffan, 1997
Omuraetal., 1977,
estaurosporina T. casp, L. epid Yasuzawa et al., 1986
CN-01 T. casp Takashi et al., 1987
arcyriaflavina C (51) A. den Steglich et al., 1980
cinereapyrrol A A.cin Frode et al., 1994
cinereapyrrol A. cin Yasusawa et al., 1986
Zhong-Yu Zhou; J-Kai
6- hidroxistaurosporinona ; 5,6-dihidroxiarcyriaflavina L. epid Liu, 2010
lycogarubina B; lycogarubina C. L. epid Hashimoto et al., 1994
Zhong-Yu Zhou; J-Kai
cis- triptofano ; trans-t triptofano . F. sep Liu, 2010
Buchanan et al., 1996;
compostos (52/53); estaurosporina = K252 (56/57) L. epid Frode et al., 1994
dihidroarcyriarubina C (55). A. ferr Nakanishi et al.., 1986
roxepins A (58); roxepins B (59); arcyriacyanina A
(60); dihidroarcyriacyanina A (61);
dihidroarcyrioxocina A (62); “arcyroxocins A” (63); Steglich, 1989; Mayer
“arcyroxocins B” (64); arcyronxindole A (65). A. den (Plasmodio) etal., 1996
Makaluvamina A (66); makaluvamina B (67). D. bahi Ishibashi et al., 2001
makaluvamina | (68); damirone C (69). D. irid Newman et al., 2003
Kamata et al., 2005;
cicloantranililprolina (70); cicloantranililprolina Hasoya et al., 2005;
(derivados 71-74); Acetona; cycloanthranilico; Indole- Zhong-Yu Zhou; J-Kai
Alcaloide 3- carbaldeido . F. cand Liu, 2010.
P. flavic, P. poly,
acido amino P.rigi Simon; Henney, 1970
Acido amina e peptideos melleumina A (75); melleumina B (76). P. mell Nakatani et al., 2005

Nafnoquinona

trichione (77); homotrichione (78).
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Classe Compostos Espécies Referéncias
T. sp., M. florif, M. Kopanski et al., 1982,
vesp. 1987
lindbladione (79) L. tubul, C. intr Steglich, 1989
Steglich, 1989;
Ishikawa et al., 2002;
lindladiapyrone (80); 7-metoxilindbladione; 6,7- Schmidt et al., 1995;
dimetoxilindbladione; 6,7- dimetoxidihydrolindbladione; Carney; Scheuer, 1993;
dihidrolindbladione; 6-metoxidihydrolindbladione; Radsky et al., 1993;
composto (81-83). L. tubul Venables et al., 1997;
cribrarione A (84) C. purp Matsumoto et al., 1999
cribrarione B; 2,5,8-trihidroxi-6-(1-hidroxietil)-[1,4]-
naftoquinona . C. canc Benéteau et al., 2000
Zhong-Yu Zhou; J-Kai
cribrarione C C. meyl Liu, 2010
vesparione (85) M. vesp Steffan et al., 1987
TF-1 (86-87) T. flor Steglich, 1989
Nafnoquinona fulicineroside (90) F.cin Rezanka et al., 2005
Compostos carboidrato  dictyoglucosamine A (91) C. purp kikuchi et al., 2002
triterpenoide lactona=Tubiferal A (95); triterpenoide Slater et al., 2001;
Compostos terpenoides  lactona=Tubiferal B (96). T. dimorp Zhang et al., 2003
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade bioldgica das substancias presentes
nos esporocarpos do género Alwisia, Lycogala e Tubifera, contra isolados clinicos de Candida e

células normais e tumorais.

1.2.2 Objetivos especificos

e Detectar a producdo de substancias com atividade antifingica nos esporocarpos de

Reticulariaceae coletados em ambientes de Floresta Atlantica no Nordente do Brasil;

e Avaliar a atividade antifingica, citotoxicica das substancias quimicas dos esporocarpos das
espécies de Reticulariaceae;

e Verificar os grupos quimicos com potencial comprovado para a atividade bioldgica nas
espécies de Reticulariaceae e observar o potencial para inibir microorganismos patogénico;

e Observar a toxicidade das células normais e tumorais contra 0s extratos de Myxomycetes
da familia Reticulariiaceae;

e Possibilitar a prospeccdo de novos medicamentos a partir de seus metabolitos secundérios.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DOS ESPECIMES DE MYXOMYCETES

Durante a estacdo chuvosa (junho a agosto de 2013 - 2016) excursdes foram realizadas na
Reserva Ecoldgica de Dois Irmaos (08°00°33”’S e 34°56°37”W) e no Jardim Botanico (08°04°36”S
e 34°58°03”W), situados no municipio do Recife, Reserva Ecoldgica Saltinho, Rio Formoso
(8°42°00’S e 35°10°00°W) e Reserva Ecologica do Gurjal, Cabo de Santo Agostinho
(8°28°66’S e 35°03°50°’W), remanescentes de floresta ombrofila densa, em Pernambuco. Em
cada ocasido, foram coletados esporocarpos maduros de Alwisia bombarda, Lycogala epidendrum,
Lycogala confusum e Tubifera microsperma (Fig.1), pesquisando os diferentes habitats e
substratos oferecidos pelo tipo de vegetacdo. Os espécimes, ainda presos em parte do substrato,
foram acondicionados em caixas e levados ao laboratério de Myxomycetes (LABMIX) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde uma parte foi destinada a analise,

identificacdo e herborizagéo e outra a analise quimica e de atividade bioldgica.
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Figura 1 - Espécies de esporocarpos de Myxomycetes: A= Alwisia bombarda, B= Tubifera

microsperma, C= Lycogala epidendrum, D= Lycogala exiguum, E= Lycogala confusum.

FONTE: Dados da Pesquisa.
Para exame e identificacdo das espécies foi utilizado microscopio estereoscépico e

microscopio éptico. Foi adotado o sistema de classificacdo seguido por Poulain et al. (2011).
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Exsicatas representativas do material estudado foram depositadas no herbario Geraldo Mariz -
UFP (Departamento de Botanica, UFPE).

Esporocarpos foram destacados do substrato, a fim de evitar que a sua presenca interferira
nos resultados, acondicionados em eppendorf e mantidos no freezer a -6°C. A extracdo dos
metabdlitos presentes nos esporocarpos foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental e
Industrial- LAMAI, do Departamento de Antibioticos da UFPE e os testes de atividade antifingica
desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Micologia da mesma

instituicao.

2.2 EXTRAGAO E PERFIL QUIMICO

Os solventes cloroférmio, acetato de etila e etanol foram utilizados para obtencdo dos
extratos de esporocarpos de Alwisia bombarda cloroférmio (ABCL), A. bombarda acetato de etila
(ABAE), A. bombarda etanol (ABET), Lycogala confusum acetato de etila (LCAE), L. confusum
etanol (LCET), Lycogala epidendrum cloroférmio (LECL), L. epidendrum acetato de etila
(LEAE), L. epidendrum etanol (LEET), Tubifera microsperma acetato de etila (TMAE) e Tubifera
microsperma etanol (TMET), seguindo-se a metodologia descrita por Alves et al. (2008) com
modificacBes (Fig.2). As amostras de esporocarpos foram pesadas em balanca elétrica de precisdo
(19), colocados em eppendorf, maceradas com nitrogénio liquido em almofariz com pistilo. Em
seguida, foram adicionados 100 mL de cloroférmio (P.A) ao macerado e mantido por 37°C a 24 h;
0 extrato obtido foi filtrado a vacuo e em seguida foram adicionados 100 mL do mesmo solvente
ao residuo e colocado em banho maria (45°C — 50°C) por 30 minutos. Os extratos de acetato de
etila e etanol (frio e quente) foram obtidos a partir de residuo, seguindo-se 0 mesmo procedimento.
Para remocdo dos solventes os concentrados foram transferidos para rota evaporador, sob presséo
reduzida a 45°C. Os extratos obtidos foram colocados em frascos de penicilina e mantidos em um
dessecador até completar a eliminacéo dos solventes; posteriormente, foi analisado o rendimento e
mantidos em freezer a -6°C até serem submetidos aos ensaios bioldgicos in vitro (testes de difusdo
em disco, microdilui¢do, retrocultivo, citotoxidade e cromatografia em camada delgada). Foram
realizadas trés extracdes, com o rendimento da primeira extracdo foram realizados os testes de
disco de difusdo e absorbancia para os extratos de ABCL, ABAE, ABET, LECL, LEAE e LEET;
com o rendimento da segunda extracao os testes de microdiluicdo, retrocultivo e cromatografia em

camada delgada foram realizados para todos os extratos e com rendimento da segunda e terceira
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extracdo foram realizados os testes de citotoxidade para os extratos de ABET, TMET, LEAE,
LCAE e LCET.

Figura 2 - Os extratos de esporocarpos de AB= Alwisia bombarda, LE= Lycogala epidendrum e
TM= Tubifera microsperma com os respectivos solventes AE= acetato de etila. ET= Etanol.

FONTE: Dados da Pesquisa.

2.3 MICRORGANISMOS-TESTE

As cepas utilizadas nos testes de atividade bioldgica foram obtidas na Colecéo de Culturas -
Micoteca URM do Departamento da Micologia, Centro de Biociéncias (CBS), da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Foram utilizadas as seguintes leveduras: Candida albicans
(URM®6546), isolados de cavidade oral de pacientes portador de tumor gastrico; Candida
guilliermondii (URM6403), isolados de sangue humano; Candida krusei (URM6390), isolados de
sangue humano; Candida lypolitica (URM1120), Candida parapsilosis (URM®6408), isolados de
sangue humano; Candida tropicalis (URM®6347), isolados de sangue humano e C. parapsilosis
ATCC 22019, do CBS, tendo como substrato de isolamento escamas epidérmicas de pacientes com
psilose. As cepas de leveduras foram mantidas em Agar Sabouraud acrescido de extrato de
levedura em BOD a 37°C, por 24h (Duarte et al. 2005, com modificacdes; Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI, 2008).
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2.4 TESTE DE DIFUSAO DE DISCO EM AGAR

Para o teste de atividade com os extratos de mixomicetos, foram utilizadas C. albicans, C.
guilliermondii, C. krusei, C. lypolitica, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. parapsilosis. As
leveduras (37° C, 24h) foram crescidas em meio agar numa suspensdo em tampéo PBS (pH 7,2)
referente a escala 0,5 de MacFarland e lida em espectofotometria a 530 nm. Os microrganismos
foram inoculados em placas de Petri (@ 9 mm) contendo o meio &gar Sabourand e os discos de
papel (@ 5 mm) foram embebidos nos extratos ABCL, ABAE, ABET; LECL, LEAE, LEET;
TMAE e TMET na concentragdo de 2 mg/mL e 4 mg/mL. Os extratos foram diluidos em 200 pL
de DMSO e 800 uL de &gua destilada, sendo colocados 30 pl/disco. Foram utilizados como
controles o solvente, Dimetilsuféxido (DMSO 0,1%) e agua destilada esterilizada (KARAKA;
KOG, 2004). O célculo para obtencdo do halo de inibicdo (H) foi feito atraves da soma dos trés

halos referentes as triplicatas divididas por trés.

25 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) DOS EXTRATOS

A CMI foi obtida pelo método de microdiluicdo em placa (96 pogos), segundo a norma
M27-A3 do CLSI (2008) e de acordo com as metodologias descritas por Duarte et al. (2005), com
modificacbes e por Clinical and Laboratory Standards Institute (2010). Foram utilizadas
microplacas estéreis de fundo chato e tampa, nas quais foram distribuidos assepticamente, 100 pL
de meio RPMI-1640 (tamponado com MOP’s) em todos os pocos. Nos pogos da coluna 1, foram
adicionados 100 pL dos extratos ABAE, ABET, LEAE, LEET, TMAE, TMET, TDET, LCET; a
concentragdo volume final em cada poco desta coluna foi 200 pL, e, em seguida, foram feitas
diluicOes seriadas transferindo-se 100 pL da coluna 2 até a coluna 10, descartando os 100 pL
restantes nos pocos da coluna 12, correspondendo ao controle do meio e o extrato. O poco da
coluna 11, conhecida como coluna branca, no controle positivo, foram adicionados 100 uL de
leveduras. Apoés as diluicdes seriais de 3100 a 3,9 pug/mL, foi preparada a suspengdo a partir de
uma cultura recente (24 h), adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir turvacdo igual a
suspensdo do tubo 0,5 de Mc Farland (aproximadamente 5 x 10° UFC/mL). Em seguida foi
realizada a leitura espectrofotométrica a 530 nm para confirmacdo da concentracdo das leveduras.
Posteriormente, a suspensdo fungica foi diluida 1:100, seguida de outra dilui¢cdo 1:20, em PBS,

obtendo-se uma suspensdo de 2,5 x 10° UFC/mL. Da suspensdo de cada espécie: C. albicans, C.
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guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis ATCC, C. parapsilosis e C. tropicalis, foram adicionados
100 pL nos pogos da coluna 1 até a coluna 11. As placas foram tampadas e incubadas em BDO
37°C/ 24 a 48 horas e realizou-se a leitura das placas posteriormente. Os testes foram realizados
em triplicata. Placas de Petri (@ 14,5 mm) com meio Sabouraud foram utilizadas e marcadas no
fundo com um pilot em 24 espacos iguais, determinando-se em cada placa os respectivos pocos da
placa de microdilui¢cdo com triplicata, colocando 10 pL referente a cada orificio. As placas de Petri
foram incubadas em BDO 37°C/24 a 48 horas.

O antifangico padrdo foi anidulafungina, caspofungina, fluconazol e micafungina, nas
concentracOes de 16 a 64 pg/mL, foram usados como referéncia para a CMI dos extratos frente aos
microrganismos. Os resultados foram comparados entre os antifingicos e os extratos das espécies
de Myxomycetes e leveduras testados.

A leitura foi realizada com a observacdo da turbidez determinada visualmente a partir do
crescimento do Controle positivo na Coluna 11, em relagdo a reducdo de 50% determinando a
Concentracdo Minima Inibitoria CMI.

A leitura da Concentracdo Minima Fungicida (CMF) foi observada com o crescimento da
colonia fungica em relacdo ao CMI os 50% em relagdo ao controle que foi realizada com o
retrocultivo, retirando 10 pL dos pogos.

2.6 ATIVIDADE DE CITOTOXIDADE

Os produtos teste: ABET, TMET, LCET, LCAE, LEAE, utilizado de cada extrato 10mg
foram dissolvidos em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente em meio de cultura até
a concentracao final de 0,1%.

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano) e RAW 264.7 (macr6fagos murinos) mantidas
em meio de cultura DMEM, MCF-7 (cancer de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica
aguda) mantidas em meio de cultura RPMI 1640. Os meios foram suplementados com 10% de
soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibiotico (penicilina e estreptomicina). As celulas foram

mantidas em estufa a 37°C em atmosfera Umida enriquecida com 5% de CO,,


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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As células MCF-7, HEp-2, NCI-H292, RAW 264.7 (10° células/mL) e HL-60 (3 x 10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24 h. Em seguida as
amostras dissolvidas em DMSO (1%) foram adicionadas aos po¢os em concentracdo final de 50
pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizado como padrdo. Apds 72 h de reincubacao
foram adicionadas 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubagéo, o meio de cultura com
0 MTT foram aspirados e 100 uL de DMSO foram adicionadas a cada poco. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a percentagem de inibicdo foi calculada
no programa GraphPad Prism 7.0.

Uma escala de intensidade baseada em Rodrigues et al. (2014) foi utilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibi¢do), com
atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de > 70 to <95%) e sem atividade
(inibicéo de crescimento < 50 %).

2.7 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA - CCD

A cromatografia em camada delgada foi realizada através da metodologia de Wagner; Bladt
(1996). Os solventes utilizados na fase movel, revelador e padrdo sdo descitos na tabela 2. As
amostras dos extratos ABCL, ABAE, ABET, LECL, LEAE, LEET, TMAE, TMET, LCAE, LCET
dissolvidos em seus respectivos solventes foram colocadas na parte inferior da placa CCD silica
gel 60 F254. Substancias correspondentes a fendis nao identificados foram observadas nas corridas

de cada fase movel (marcado com um asterisco) quando revelados em luz UV (340 nm).

Tabela 2 - Perfil quimico dos esporocarpos de Alwisia bombarda, Lycogala confusum, Lycogala

epidendrume Tubifera microsperma (Myxomycetes, Reticulariaceae).

Grupos )
o Padroes Revelador Fase movel
quimicos
_ _ Tolueno, acetato de etila, dietilamina (70:20:10
Alcaloides Escopolamina Dragendorff
VIVIV)
_ Acido
Cumarinas ) KOH-ETHO10% Tolueno, eter (01:01 v/v)*
cumarico
Flavonoides Quercetina NEU Tolueno, cloroformio, etanol (50:40:15 v/v/v)*
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Continuacdo Tab. 2

Grupos . ]
o Padroes Revelador Fase movel
quimicos
) P Cloreto férrico 1% Metanol, agua (30:20 v/v)*
Taninos Acido tanico )
(FeCly) Metanol, dgua (65:30:05 v/v)
Terpenos Eugenol Vanillina sulfarico Tolueno, acetato de etila (93;7 v/v)
) Liebermann- Tolueno, cloroférmio, etanol (40:40:10 v/v/v)
Triterpenos Lupeol
Burchard
_ ] Acetato de etila, metanol, agua (50: 6,8: 5
Nafnoquinonas Plumbagina KOH-ETHO10%
vIVIv)*

3 ANALISE DOS RESULTADOS

Amostras de myxomycetes foram depositados no herbario Geraldo Mariz (UFP), apds os
testes realizados, os resultados mostram que 0s extratos de esporocarpos apresemtam substancias
bioativas.

Na segunda e terceira extracdo o rendimento dos extratos foi maior, porque na primeira foram
realizadas trés particdes com os solventes (cloroférmio, acetato de etila e etanol), e nas outras duas
extracOes foram realizadas apenas duas particdes, com o0s solventes acetato de etila e etanol (Tab.
3). Guimardes (1989), ao preparar extratos de esporocarpos de Tubifera bombarda (=Alwisia
bombarda), utilizou trés particbes de extracdes a frio e quente, empregando como solventes
cloroférmio, acetona e metanol e obteve obteve um maior rendimento para os solventes
cloroférmio (96,6 mg ) e acetona (81 mg) e menor rendimento para 0 metanol (12,6 mg). Com
excecdo desse Ultimo dado, o rendimento para os solventes apolares corroboram com a extracdo
empregada no presente estudo (Tab. 3).

Dos 12 extratos obtidos, seis foram analisados em espectofotometro (LECLF, LECLQ,
LEAEF, LEETF, LEETQ e ABCLF). O extrato AEF de L. epidendrum mostrou o pico maximo em
400 a 540 nm no espectro de UV visivel substancias presentes nos esporocarpos de L. epidendrum
extraidas pelo etanol apresentaram forte coloracdo parpura e vermelha, com pico de absorbancia
na faixa de 290-300 nm (Fig. 3; Tab. 9). Estudos realizados por Czeczuga (1980) sobre pigmenos

presentes em espécies de Lycogala evidenciaram que o B-caroteno é provavelmente o pigmento
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principal em L. epidendrum. Rezanka; Dvorakova (2003) atribuiram a cromoforos carbonila e
dieno R-insaturados o pico de absorbancia maxima de 243 nm (log "4.72) e 300 nm (log™" 3.38)
encontrados em extratos de L. epidendrum obtidos com butanol 90%. Hashimoto et al. (1994)
referem comprimentos de onda de 233, 245 e 259 nm para extratos metandlicos de esporocarpos

desta mesma espécie.

Tabela 3 - Rendimento dos extratos de esporocarpos de Alwisia bombarda, Lycogala confusum,
Lycogala epidendrum e Tubifera microsperma nas trés extracGes: primeira (CL, AE, ET); segunda
e terceira (AE, ET).

Rendimento (mg)

Extratos 12 extracao 2% extracao 32 extracao
Alwisia bombarda cloroférmio 63 - -
Alwisia bombarda acetato de etila 13 40 -
Alwisia bombarda etanol 13 36 -
Lycogala confusum acetato de etila - - 189
Lycogala confusum etanol - - 76
Lycogala epidendrum cloroférmio 105 - -
Lycogala epidendrum acetato de etila 22 100 -
Lycogala epidendrum etanol 27 43 -
Tubifera microsperma acetato de etila - 28 -
Tubifera microsperma etanol - 33 -
FONTE: Dados da Pesquisa. “-“significa que ndo houve extragéo.

Na revisdo dos artigos publicados entre 2003 e 2009 sobre pigmentos produzidos por
macromicetos, Zhou; Liu (2010) referem que varios alcaldides bisindol tém sido isolados de
mixomicetos, dentre os quais 6- hidroxi - staurosporina e 5,6-dihidroxiarcyriaflavina b, referidos
por Kamata et al. (2005) e Hosoya et al (2005) para L. epidendrum. Nos extratos analisados neste
estudo o pico de absorbancia corrobora com os pesquisadores citados, todavia, nao foi detectada a
presenca de alcaldides. Segundo Kamata et al (2004) o tubiferal € uma substancia incolor. Embora
esta substancia possa estar presente nos extratos obtidos dos esporocarpos de T. microsperma, eles
apresentam coloragdo esverdeada, assim como o0s de A. bombarda. A coloragdo verde em extratos

de mixomicetos é referida apenas por Nakatani et al. (2005), que pesquisaram as substancias
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produzidas por D. Iridis (Didymiaceae); os referidos autores detectaram no plasmédio a substancia
makaluvamina um alcaloide, porém a coloracdo verde claro- verde escuro encontrada nos extratos

dos esporocarpos de A. bombarda e T. microsperma observada nesse estudo ndo € um alcaloide.

Figura 3 - Picos de absorbancia em espectrofotdmetro dos extratos de esporocarpos de LE=
Lycogala epidendrum e AB= Alwisia bombarda, com os respectivos solventes CL= cloroférmio.

AE= acetato de etila. ET= Etanol. F=extracdo a frio. Q= extracdo a quente.

== | ECLF
= ECLQ
e L[ EAEF
e | EETF
= EETQ
e ABCLF

Absorbéancia

190,00 390,00 590,00 790,00 99 A nm

FONTE: Dados da Pesquisa.

Através de cromatografia em camada delgada foram detectados nos extratos de
esporocarpos de Lycogala epidendrum (CL) e Alwisia bombarda (CL) compostos pertencentes ao
grupo dos taninos; os extratos de esporocarpos de L. epidendrum (AE) e A. bombarda (AE), T.
microsperma (AE, ET) e L. confusum (AE, ET) apresentaram terpenos; a presenca de triterpenos
foi observada nos extratos dos esporocarpos de L. epidendrum (CL, AE, ET), A. bombarda (AE,
ET), T. microsperma (AE, ET) e L. confusum (AE, ET) e estdo presentes flavonoides nos extratos
de L. epidendrum (AE), A. bombarda (CL, AE, ET), T. microsperma (AE) e L. confusum (AE, ET)
(Tab.4). A presenca de flavonoides observada nos sete extratos nos esporocarpos das quatro

espécies de mixomicetos estudadas parece ser comum para 0s mixomicetos, com poucos estudos
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para esta substancia, apenas duas referéncias sobre a produgdo desse grupo quimico foram
encontradas na literatura, ambas relacionadas a fase plasmodial de espécies de Physaraceae
(SOBELS 1954; NAIR; ZABKA 1966). Terpenos (seis extratos) e triterpernos (nove extratos),
também encontrados nos esporocarpos de A. bombarda, L. confusum, L. epidendrum e T.
microsperma (Tab. 4), sdo referidos em estudos sobre espécies de Myxomycetes pertencentes a
diferentes ordens (DEMBISTSKY et al 2005; NAKATANI, et al 2005).

Tabela 4 - Classes de compostos encontrados nos extratos de esporocapos de A. bombarda (AB);
L. confusum (LC); L. epidendrum (LE); T. microsperma (TM); cloroférmio (CL); acetato de etila
(AE); etanol (ET).

Grupos Extratos

quimicos AB AB | AB LC LC LE LE LE ™ | T™M
CL AE ET AE ET CL AE ET AE ET

Flavonoides + + + + + - + - + -

Taninos + - - - - + - - - -

Terpenos - - + + + - + - + +

Triterpenos - + + + + + + + + +

FONTE: Dados da Pesquisa. “+” presenca; “-” ausencia.

Além dos flavonoides, taninos, terpenos e triterpenos, bandas que correspondem a fendis
ndo identificados (Tab. 5) foram detectadas com revelacdo sob luz UV nos extratos das quatro
espécies de mixomicetos e é possivel que a natureza das substancias antifingicas neles presentes
pertenca a este grupo, responsavel pela atividade antimicrobiana relatada para outros organismos
(NAIR; ZABKA 1966; RIBEIRO et al 2002).

Vaérias substancias produzidas por L epidendrum tém atividade inibidora contra bactérias
Gram-positivas e contra o virus da herpes (HSV-1), como referem Hashimoto et al. (1994). O
unico artigo localizado na literatura especializada que se refere a atividade bioldgica de A.
bombarda é o de Guimardes et al. (1989), que verificaram que 0s extratos metandlico e
cloroférmico dos etalios dessa espécie sdo capazes de inibir leveduras do género Candida mas nao

informam a natureza quimica das substancias com atividade antifungica.
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Tabelas 5 - Indicacdo da presenca de fendis em cromatografia em camada delgada (CCD) de
extratos de esporocapos de Alwisia bombarda (AB); Lycogala confusum (LC); L. epidendrum (LE)
e T. microsperma (TM); acetato de etila (AE); etanol (ET).

Fase movel Extratos
AB AB LC LC LE LE ™ ™
AE ET AE ET AE ET AE ET

Tolueno, eter (01:01 v/v) + + - - - - - _
Tolueno, cloroférmio, * * * t - - + -
etanol (50:40:15 v/v)

Metanol, agua (30:20 v/v) + + + + + i ¥ "

- - - n - - - "

Acetato de etila, metanol,
agua (50: 6,8: 5 v/v)

FONTE: Dados da Pesquisa.

Nos extratos por elas testados, os metabdlitos produzidos por A. bombarda inibiram o
crescimento de C. albicans, com halos de 12-18 mm, e 12-17 mm para C. tropicalis. No presente
estudo, o diametro dos halos de inibicdo produzidos pelos extratos dos esporocarpos de A.
bombarda (AE, ET), L. epidendrum (ET) e T. microsperma (AE, ET), na faixa de 16,33 mm a
21,16 mm, indica a presenca de substancias capazes de inibir o crescimento de C. krusei; 0s
extratos dos esporocarpos de A. bombarda (ET), L. epidendrum (CL, ET) e T. microsperma (AE,
ET) inibiram o crescimento de C. tropicalis, com halos entre 7,0 mm e 13 mm; para C.
parapsilosis; os halos de inibicdo produzidos pelos extratos etandlicos dos esporocarpos de A.
bombarda, L. epidendrum e T. microsperma ficaram na faixa de 5,5 mm e 11 mm e de 8,6 mm
para o extrato clorofdmico dos esporcapos de L. epidendrum.

Em todos os testes o controle foi realizado com &gua, solventes P.A. e DMSO (Tab. 6).
Merecem destaque as diferengas encontradas nas andlises feitas pelos diferentes autores, como
Albuquerque (1998), que avaliou a atividade antimicrobiana de extratos de etdlios de L
epidendrum empregando o teste de disco de difusdo, e obteve halos inibitérios de 8 mm- 24 mm

produzidos por substancias ativas contra C. lipolytica e C. tropicalis. Nos etélios de L. epidendrum
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Tabela 6 - Halos de inibicdo do crescimento de espécies do género Candida produzidos por
extratos de esporocarpos de mixomicetos. LE= L. epidendrum. AB= A. bombarda. TM= T.

microsperma. Solventes: CL= cloroférmio. AE= acetato de etila. Diluente: DMSO e &gua.

Extratos Espécies de Candida Halo (mm)*
LECL URM 6347- C. tropicalis 9,5
URM®6403- C. guilliermondii 8,6
ABAE URM®6390- C. krusei 18,33
LEAE URMG6347- C. tropicalis 13
URMG6403- C. guilliermondii 12,83
ABET URM®6390- C. krusei 16,33
URMG6347- C. tropicalis 7,0
URM®6403- C. parapsilosis 9,0
ATCC 22019- C. parapsilosis 3,66
LEET URMG6390- C. krusei 18,66
URMG6347- C. tropicalis 9,66
URM6408- C. parapsilosis 7,33
ATCC 22019- C. parapsilosis 11
TMAE URMG6347- C. tropicalis 11,66
URMG6390- C. krusei 21,16
URMG6408- C. parapsilosis 2,33
TMET URMG6347- C. tropicalis 13
URMG6390- C. krusei 19,33
URM®6408- C. parapsilosis 55

FONTE: Dados da Pesquisa. * Foi realizado o controle no teste de difusdo em disco com agua e

DMSO para todas as espécies de Candida testadas.

Hashimoto et al. (1994) isolaram trés novos triacilglicerois, denominados lycogarides A, Be C e
Buchanan et al. (1996) relataram para a mesma espécie a presenca de ésteres dimetil do &cido
lycogalic, dois novos triacilglicerois (lycogarides D, E) e dois diacilglicerois (lycogarides F,G ); os

referidos autores comentam que nos exemplares de L. epidendrum por eles estudados, coletados



COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 60

em Tokushima (Japdo), foram isolados tanto derivados do acido 3,4-bis(indol-3-yl)pyrrol-2,5-
dicarboxilico como acilglcerois acetilénicos, enquanto nas investigacGes anteriores sobre esta
espécie apenas um ou outro destes tipos de compostos foram referidos por Frode et al. (1994).

Pesquisas sobre metabolitos produzidos por mixomicetos empregando o teste de difusdo em
disco mostram, em sua maioria, atividade contra bactérias e raras referem atividade contra
leveduras e fungos filamentosos. Pereira et al. (1992) e Chiappeta et al. (1999), por exemplo,
relatam que os extratos metanolico e cloroférmico de etalios de F. septica (Physaraceae) induziram
halos de 10-24 mm contra C. albicans. A pesquisa realizada por Herrera et al. (2011) com extrato
etandlico do plasmodio de P. melleum (Physaraceae) mostra inibicdo satisfatoria contra F.
oxysporum (10-20 mm) e Rhizoctonia solani (> 20 mm); os referidos autores comentam que 0
extrato do plasmddio de Physarella oblonga (Physaraceae), ndo mostrou atividade contra fungos
filamentosos mas teve resultados contra Trypanosoma cruzi Chagas (500 pg/mL), inéditos na
literatura e evidenciou baixa atividade citotdxica contra células leucémicas Jurkat Lat GF (100
pg/mL). Entre as poucas publicacBes existentes sobre a atividade biologica de espécies de
Reticulariaceae Nakatani et al. (2003), isolaram arcyriaflavinade do pseudoetalio de T. casparyi,
que inibe o ciclo celular nas fases G1 (10 ng/mL) e G2/M (100 ng/mL). Na presente pesquisa, 0
extrato etanodlico dos esporocarpos de L. epidendrum foi ativo contra C. tropicalis até a
concentracdo de 46 pg/mL, enquanto para o extrato etandlico de esporocarpos de L.confusum a
concentracdo minima inibitéria foi de 375 pug/mL (Tab. 7). Embora pertenca a um outro género da
mesma familia, o extrato etanolico de A. bombarda apresentou CMI= 48,43 pg/mL contra a
mesma espécie de Candida, semelhante ao registrado para L. epidendrum. A menor concentracao
inibitdéria do crescimento de C. tropicalis produzida por substancias presentes nos esporocarpos de
T. microsperma foi de 125 pg/mL para os extratos obtidos com acetato de etila (Tab. 7).

As substancias produzidas por estas trés espécies de mixomicetos também sdo ativas contra
C. guilliermondii (Tab. 7), com concentracdo minima inibitéria de 375 pg/mL para L. epidendrum
(ET), 387,5 pg/mL para os extratos de A. bombarda (AE, ET) e 200 pg/mL para T. microsperma
(AE). O extrato etandlico de esporocarpos de A. bombarda foi ativo contra C. parapsilosis URM
6408 na concentracdo de 24,22 pg/mL e de 96,88 pug/mL contra C. parapsilosis ATCC 22019,
evidenciando diferencas de sensibilidade entre isolados clinicos de uma mesma espécie de
Candida. O extrato etanolico de esporocarpos de L. epidendrum foi ativo contra C. krusei URM
6390 na concentracdo de 375 pg/ml e de 387,5 pg/mL para o extrato (ET) de esporocarpos de A.
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bombarda obtidos contra a mesma espécie de Candida. Na presente pesquisa, a concentracao
minima inibitéria indica que as substancias presentes nos extratos A. bombarda (AE, ET) séo
ativas contra C. parapsilosis e C. tropicalis; e L. confusum (AE, ET), L. epidendrum (AE), T.
microsperma (AE, ET) s&o ativas contra C. tropicalis em concentragcdes mais baixas (24,22 pg/mL
to 250 pg/mL) que as relatadas por Herrera et al. (2011).

Os valores encontrados para a razdo entre a concentracdo fungicida minima (CFM) e a
concentracdo minima inibitéria (CMI) para todos 0s extratos dos esporocarpos das espécies de
mixomicetos analisadas indicam que substancias neles presentes tém acéo fungicida, com exce¢éo
do extrato etandlico dos esporocarpos de A. bombarda, que teve atividade apenas fungistatica
(Tab. 7).

As substancias que apreasentaram atividade fungicida nos extratos das espécies de Alwisia,
Lycogala, Tubifera, considerando que todos os valores da relagdo MFC / MIC estavam na faixa de
0,5 - 2,0 (Meletiadis et al., 2007). Os antifingicos (quimioterapicos) mais utilizados no tratamento
de candidiases sdo Anfotericina B e Fluconazol, que tem uma faixa de concentragdo do CIM de
0,12ug/mL a 4,0ug/mL para C. parapsilosis e C. tropicalis (PFALLER et al., 1995; REX et al.,
1996). As cepas de C. parapsilosis geralmente apresentam alta sensibilidade aos antifungicos
(ALMIRANTE et al., 2006; BRITO et al., 2006). No presente estudo, as espécies de Candida
tiveram seu crescimento inibido pela acdo de substancias presentes em extratos etanolicos de
esporocarpos de A. bombarda, na concentracdo de 24,22ug/mL, para as cepas URM 6408 de C.
parapsilosis, e 48,44 ug/mL, para a cepa URM 6347 de C. tropicalis e para os extratos de
esporocarpos de L. epidendrum a concentracao foi de 46 pug/mL contra C. tropicalis, enquanto que
o fluconazole mostrou inibicdo na concentracdo de 4 pg/mL (C. tropicalis) e 16 pg/mL (C.
parapsilosis). Considerando que os ensaios foram realizados com extratos brutos, e que na
concentracdo de extrato etandlico de A. bombarda mostrou fraca toxicidade contra as células
normais. Considerando que os testes foram realizados com extratos brutos e que o extrato etandlico
das espécies estudadas ndo apresentou toxicidade contra células normais, pode-se supor que 0s

metabdlitos produzidos por esta espécie tém o potencial de ser usados como fungicidas.
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Tabela 7 - Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos dos esporocarpos de

mixomicetos da familia Reticulariaceae contra espécies do género Candida.*

Antifungicos e C. krusei C. guilliermondii C. tropicalis C. parapsilosis C. parapsilosis
extratos URM 6390 URM 6347 URM 6347 ATCC22019 URM 6408
(ug/mL) CMI |[CFM|R| CMI [CFM [R| CMI | CFRM | R | CMI | CFM | R | cCMmiI CFM | R
Fluconazole - - - 0,25 0,25 4 8 16 16 - - -
Caspofungina ; - | -] o062 | 062 | 1] 003 062 |202| 05 05 1 0,13 013 |1
Anidulafungina | - | -1 062 | 062 | 1| 003 | 003 | 1 2 1 |o05 1 1 |1
Micafungina ; - | -] 003|003 |1| 003 | 003 1 1 1 1 013 013 | 1
LCET 375 | 3000 | 8 | - - |- 375 375 1 ; : ; 1500 1500 | 2
LEAE 768 | 768 | 1 | 768 768 | 1| 384 384 1 | 768 | 768 1 768 768 | 1
LEET 750 | 375 | 2 | 375 | 375 | 1| 46 46 1 750 | 375 | 05 | 750 750 | 1
ABET 3875|3875 | 1 | 3875 | 3875 | 1 | 4844 | 2422 | 05 | 9688 | 4844 | 05| 2422 | 2422 |1
ABAE 1500 | 3100 | 2 | 3875 | 3875 | 1 | 193,75 | 193,75 | 1 | 3100 | 3100 | 1 | 3100 | 3100 | 1
TMET - - | -1 500 | 500 | 1| 250,00 | 250,00 | 1 | 1,000 | 1,000 | 1 | >3.100 | >3,100 | -
TMAE 1000 | 1000 | 1 | 250 | 250 | 1 | 125,00 | 12500 | 1 | 1,000 | 50000 | 05 | 1,000 | 2,000 | 2

FONTE: Dados da Pesquisa.
confusum = LC (12,000 pg/mL), L. epidendrum = LE (12,000 pg/mL ET, 12,300 pug/mL AE), Tubifera microsperma = TM (2000
pg/mL). AE= acetato de etila. ET= etanol. Concentracao inicial dos antifungicos: fluconazol= 64 pg/mL; outros antifungicos =16
CFM / CMI < 4,

*Sigla e concentragdo inicial do primeiro pogo: Alwisia bombarda = AB (3,100 pg/mL), Lycogala

pg/mL. R = indica  atividade  fungicida; >4 indica atividade fungistatica.
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Herrera et al. (2011) com extratos etanolicos de Physarum melleum (Physaraceae) e
Physarella oblonga (Physaraceae), apresentaram baixa citotoxidade contra as células leucemicas
(Jurkat Lat GF) (100 pg/mL). No presente estudo, os extratos etandlicos de esporocarpos de A.
bombarda na concentracdo de 50 pg/mL mostra inibicdo de 55,2% contra células leucémicas
HL60 enquanto os de T. microsperma ndo mostraram atividade citotoxica contra células da mesma
linhagem. O extrato etandlico de A. bombarda foi ativo contra a celula tumoral HEp-2 (carcinoma
de laringe humana), com inibicéo de 80,9%, e de 93,6% para macr6fagos murinos (RAW 264.7),
na concentracdo de 50 pug/mL. Nao se observou inibigcdo para as células NCI-H292 (carcinoma de
laringe humana), MCF-7 (cancer de mama humano) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda). Os
extratos de T. microsperma (ET) e L. epidendrum (AE) na concentragdo de 50 pg/mL néo
mostraram toxicidade para nenhuma das linhagens testadas, principalmente para macréfagos
murinos (RAW 264,7), com inibi¢do de 17,1% (Tab. 8).

Tabela 8 - Percentual de inibicdo de células tumorais e normais apresentado por extratos de
esporocarpos de Alwisia bombarda, Lycogala confusum, Lycogala epidendrum e Tubifera
microsperma. EPM= erro padrdo. HEp-2= carcinoma de laringe humana. RAW 264.7=
macrofagos murinos. NCI-H292= carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano. MCF-7=

cancer de mama humano. HL-60= leucemia promielocitica aguda.

Inibicao (%)

NCI- MCE- HL- RAW | EPM
Hep-2 |EPM EPM EPM EPM
Extrato teste H292 7 60 264.7

A. bombarda etanol 80,9 | 50 | 50,4 1,0 48,3 | 2,0 | 552 | 3,6 | 93,6 | 0,6

T. microsperma etanol | 0,0 0,0 | 00 0,0 1,6 00| 00 | 00 | 171 | 0,0

L. epidendrum acetato

de etila 0,0 | 0,0 | 132 0,0 7,3 231331 00 | 455 | 36
L. confusum etanol 398 | 0,4 | 19,0 0,0 574 | 1,1 |404 | 00 | 856 | 1,9
L. confusum acetato

de etila 42,9 | 05 | 350 33 423 | 16 {209 00 | 919 | 14
Doxorrubicina 794 | 26 | 94,1 2,0 748 | 21929 | 06 | 96,5 | 0,8

FONTE: Dados da Pesquisa.
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Os extratos dos esporocarpos de L. confusum (AE, ET), na mesma concentracao, também
ndo mostraram toxicidade para as células tumorais HEp-2, H292, NCI- MCF-7, HL-60 e mostrou
atividade moderada para as células RAW 264.7, com percentual de inibi¢do entre 85-95% (Tab. 8).
Kamata et al. (2004), com extratos de esporocarpos de T. dimorphoteca, extrairam tubiferal A
(lactona triterpenoide), e ndo verificaram atividade contra células tumorais. A mesma substancia
pode estar presente nos extratos etanolicos e acetato de etila de T. microsperma e ser responsavel
pela acdo antifingica verificada no presente estudo. Semelhante ao observado para T.
dimorphoteca, os extratos de esporocarpos de T. microsperma nao apresentaram citotoxicidade
contra as células tumorais e normais. Embora o Tubiferal ndo mostre citotoxidade contra as
linhagens de células tumorais testadas por Kamata et al. (2004), a pesquisa mostou que 100 ng/mL

da substancias a droga é reversa vincristina (VCR), resistente para as células KB (ldso= 2,7ug/mL).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro estudo sobre atividade antifingica de substancias produzidas por
mixomicetos empregando atividade antifungica dos extratos de esporocarpos contra isolados
clinicos de Candida. Os compostos extraidos dos esporocarpos de A. bombarda, L. epidendrum, L.
confusum e T. microsperma mostram atividade fungicida contra C. guilliermondii, C. tropicalis e
C. parapsilosis e ndo possuem atividade citotoxica contra células normais, indicando potencial
para producdo de novas drogas para inibir microrganismos patdégenos a humanos e animais.

Os extratos dos esporocarpos de A. bombarda, L. epidendrum, L. confusum e T.
microsperma contém flavonoides, taninos, terpenos e triterpenos, grupos quimicos com potencial
comprovado de atividade bioldgica.

Os extratos etanolicos dos esporocarpos de Alwisia bombarda e Lycogala epidendrum
apresentaram uma baixa concentracao inibitoria contra C. tropicalis e C. parapsilosis. Explorar
essa concluséo

Os extratos dos esporocarpos de T. microsperma (ET) e L. epidendrum (AE) néo
mostraram toxicidade em todas as concentracfes testadas, indicando um grande potencial como

fungicida e podem ser objeto de pesquisas em bioprospeccao.
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These days, there has been an increase in the search for natural antibiotics on account of the
resistance developed by an array of microorganisms which are pathogens to humans and animals.
This paper studied the biological activity of extracts from sporocarps of Alwisia bombarda and
Tubifera microsperma (Reticulariaceae, Myxomycetes) aiming to detect new antifungal drugs
from their secondary metabolites. The ethanolic and ethyl acetate extracts from the specimens
collected in the field were tried against strains of Candida tropicalis URM 6347 and Candida
parapsilosis ATCC 22019 and URM 6408 through disk diffusion test, microdilution, retroculture,
cytotoxicity and chemical screening. Analysis employing thin-layer chromatography showed the
presence of flavonoids, terpenes and triterpenes for the extracts of A. bombarda and T.
microsperma. The ethanolic and ethyl acetate extracts of A. bombarda showed the following MIC
values: C. tropicalis, 48.44 pg/mL; 193.75 pg/mL and C. parapsilosis, 24.22 pg/mL; 3,100
pg/mL, respectively. The ethanolic and ethyl acetate extracts of T. microsperma showed the
following MIC values: C. tropicalis 250.00 pg/mL; 125.00 pg/mL and C. parapsilosis 1,000
pg/mL; 1,000 pg/mL, respectively. The ethanolic extract of A. bombarda, at the 50 pg/mL
concentration, showed activity to HEp-2 and inhibitions to RAW 264.7. All the extracts of T.
microsperma showed no cytotoxicity activity at the 50 pg/mL concentration. Compounds with
fungicide potential (MFC/MIC < 4) present in sporocarps from the two species extracted by
ethanol show potential to be new options in the treatment of diseases caused by C. tropicalis and
C. parapsilosis. The low levels of toxicity observed demonstrate that species of myxomycetes that
have not yet been studied from a pharmacological point of view may be new sources of bioactive

substances, making it possible to prospect new drugs from their secondary metabolites.

Introduction
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The production of antibiotics in the 1930s and 1940s significantly reduced morbidity and
mortality throughout the twentieth century [1]. Antimicrobial substances, of natural or synthetic
origin, act by inhibiting the growth of microorganisms or causing their demise [2]. The widespread
use in hospitals and the community made it necessary to implement surveillance mechanisms on
the prescription and use of this type of medication, since the indiscriminate use of these
substances, along with the great adaptive capacity of microorganisms, may generate adverse

consequences in the short and long term, both for the individual and the collectivity [3-4].

The indiscriminate use of antibiotics, which bear selected multidrug-resistant
microorganisms, raised interest in the research of natural products. The frequent use of azole
compounds, especially fluconazole for the treatment of fungal infections, caused an increase in the
proportion of Candida species as infectious agents and strains with reduced sensitivity

profile[5,6,7].

Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice is a common pathogenic species in
children, especially among premature infants, and is associated with exogenous sources of
infections, such as parenteral nutrition, the use of catheter and contaminated solutions [8].
Although considered less virulent than Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout and Candida
tropicalis (Castell.) Berkhout, C. parapsilosis can proliferate in glucose solutions and form a
biofilm which increases adherence to synthetic material [9]. There are three genetically distinct
groups, C. parapsilosis, Candida orthopsilosis Tavanti, A. Davidson, Gow, M. Maiden & Odds
and Candida metapsilosis Tavanti, A. Davidson, Gow, M. Maiden & Odds, however, about 90%
of the isolates turned out to be C. parapsilosis [10].

Candida tropicalis can cause candidiasis in patients of all ages, although adults and elderly

patients are more often affected [11]. Numerous authors have described the isolation of C.
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tropicalis from blood cultures of patients with cancer, leukemia and neutropenia [11]. This species
used to be very sensitive to most antifungal agents such as amphotericin B, but in the last two
decades several cases of cross-resistance to fluconazole and azole in clinical isolates have been
described, especially in Asia [12,5,13].

In the late 1960s, in Japan, myxomycetes (Amoebozoa: Myxogastria) were included in the
research on bioactive natural products produced by underexploited natural resources. The results
from these researches were reviewed by Ishibashi [14]. Among the species studied are included
samples of Reticulariaceae, belonging to the genus Tubifera. The secondary metabolic cycles in
myxomycetes produce compounds with unique structures which resemble a series of metabolites
produced by plants and fungi. Studies carried out between 1980 and 1990 revealed that these
microorganisms have developed a very particular secondary metabolism as far as the biochemical
view is concerned [15]. This is partly due to the presence of a large group of secondary
metabolites, including numerous fatty acids, alkaloids, aromatics, terpenoids and amides
derivatives [16]. Fatty acids derivatives are well known for their antimicrobial activity, and some
of these compounds display a reverse effect of resistance to multi-drugs [17,18,19]. These facts
make the myxomycetes a very interesting and innovative group to be analyzed from a biochemical
perspective. A standard procedure for obtaining cultures from these microorganisms has not yet
been defined, therefore, the availability of these chemicals is very low and most of the present
research use extracts from sporocarps [20].

In Brazil, Pereira et al. [21] extracted, from the pseudoaethalia of Tubifera microsperma
(Berk & Curt.), substances which inhibited the growth of various microorganisms such as Bacillus
subtilis (Ehrenberg) Cohn, C. albicans, Candida lipolytica (Harrison) Diddens et Lodder, C.
tropicalis, Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers, Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn

and Staphylococcus Rosenbach.
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Kamata et al. [22], in Japan, have isolated tubiferal A and B compounds from Tubifera
dimorphotheca Nann.-Bremek. & Loer and the substances showed weak or no cytotoxicity against
KB/VJ-300, LNCaP and KOBcells.

There are a few chemistry studies about Myxomycetes. Plasmodia has showed the presence
of pyrroloiminoquinones, polyene yellow pigments, and a peptide lactone; and from sporocarps,
there was the identification of naphthoquinone pigments, cycloanthranilylprolines, tyrosine-kinase
inhibitory bisindoles, a cytotoxic triterpenoid aldehyde lactone, a dibenzofuran glycoside, and

sterols possessing an unprecedented 2,6-dioxabicyclo[2.2.2]octan-3-one ring system [23].

The present study aimed to acess chemical screening and test the biological activity of
extracts from sporocarps of two species of Myxomycetes, Alwisia bombarda Berk. & Broome and
T. microsperma (Reticulariaceae), against three strains of Candida, and the cytotoxicity against

HEp-2; NCI-H292, MCF-7, HL-60 and RAW 264.7 cells.

Materials and methods

1. Collection and processing of sporocarps

During the rainy season, field trips were performed in remnants of ombrophilous dense rain
forest located in the municipality of Recife, Pernambuco state (8§°7°30°’S, 4°52°30°°W). On each
occasion, mature sporocarps of A. bombarda and T. microsperma were collected, encompassing
different habitats and substrates provided by the type of vegetation in the area. The specimens, still

stuck to parts of the substrate, were packed in boxes and taken to the Myxomycetes Laboratory of



COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 87

the Federal University of Pernambuco (UFPE), where a plot was assigned for analysis,
identification and herborization, and another for chemical and biological activity analyses.
Exsiccata were deposited in the UFP Herbarium (Department of Botany, UFPE): A.
bombarda UFP 80406 and T. microsperma UFP 80402.
Sporocarps were detached from the substrate in order to avoid the presence of any portion
thereof that might interfere with the results, being subsequently placed in Eppendorf tubes and kept

in a freezer at -6°C.

2. Extraction and chemical profile of secondary metabolites

The ethanolic and ethyl acetate extracts were obtained in accordance with the methodology
described by Alves et al. [24], with modifications. The extraction was carried out with 1 g of
sporocarp and the material was macerated in a mortar with liquid nitrogen, transferred to
Erlenmeyer flask, and 50 mL of ethyl acetate solvents was added; cold extraction was performed
firstly (kept static for 24 hours) and, then, hot extraction (maintained at 45°C for 30 min). The
same procedure was performed with ethanol. After passing through a vacuum concentration and a
desiccator to remove the solvent, the extracts were kept in a freezer (-6°C) to be used in the

bioassays.

3. Thin-layer chromatography (TLC)

Thin-layer chromatography studies were carried out following the methodology of Wagner;

Bladt [25]. The solvents used for the mobile phase and the standards and developer are described
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in Table 1. Unidentified phenolic substances, observed on the plates subjected to the mobile phases

marked with an asterisk in Table 1, were revealed under UV light (340 nm).

Table 1. Chemical screening of extracts from sporocarps of Alwisia bombarda and Tubifera

microsperma.

Chemical groups | Standards Developer Mobile phase
Toluene, ethyl acetate,
Alkaloids Scopolamine Dragendorff
diethylamine (70:20:10)
Coumarins Cumaric acid KOH-ETHO10% Toluene, ether (01:01) *
Toluene, chloroform, ethanol
Flavonoids Quercetin NEU
(50:40:15) *
Tannins Tannic acid | 1% Ferric chloride (FeCls) Methane, water (30:20) *
Terpenes Eugenol Vanillin sulfuric Toluene, ethyl acetate (93;7)
Toluene, chloroform, ethanol
Triterpenes Lupeol Liebermann-Burchard
(40:40:10)
Ethyl acetate, methane, water
Naphynoquinones | Plumbagin KOH-ETHO10%

(50:6,8:5) *

4. Test - Microorganisms

The test microorganisms were obtained from the Culture Collection - Micoteca URM, at

the Department of Mycology of the UFPE, and from the American Type Culture Collection -

ATCC. The yeasts used were as follows: C. parapsilosis URM 6408, and C. tropicalis URM 6347

isolated from human blood; C. parapsilosis ATCC 22019 isolated from epidermal scales of sprue

patients. Strains were maintained on Sabouraud agar added with yeast extract in BOD at 37°C for
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24 hours, according to the methodology described by Duarte et al. [26], with modifications, and

CLSI [27].

5. Agar diffusion test

The agar diffusion test was used with C. tropicalis URM 6347, C. parapsilosis URM 6408
and C. parapsilosis ATCC 22019, which were grown on Sabouraud agar for 24 hours. Previously,
a suspension was prepared in phosphate-buffered saline (PBS) buffer (pH 7.2) pursuant to the 0.5
MacFarland scale, read through spectrophotometry at 530 nm and inoculated on Sabouraud agar in
Petri plates (@ 9mm). Subsequently, paper discs (@ 5 mm) were soaked in the extracts at a
concentration of 4 mg/mL (200 ul of dimethyl sulfoxide (DMSO) and 800 ul of distilled water), 30
pL/disc, being then deposited on the culture medium, and plates were incubated at 35°C for 24

hours. Solvent controls (DMSQO) and sterile distilled water were used [28].

6. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of the extracts

The technique followed the M27-A3 and M27-S4 guidelines [29-30]. The culture medium
used was RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) with L-glutamine and without sodium bicarbonate,
pH 7.0 + 0.1, buffered with 0.165 mol.L-*"MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid, Sigma-
Aldrich, USA]. The culture medium was sterilized in a 0.22 um membrane (Millipore, Darmstadt,
Germany). The commercial antifungal agents used belong to the class of echinocandins, prepared
in DMSO. Anidulafungin (Pfizer, Nova York, EUA), Fluconazole (Pfizer, Nova York, EUA),

Caspofungin (Pfizer, Nova York, EUA) and Micafungin (Pfizer, Nova York, EUA) were prepared
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and used at concentrations between 0.03 and 16 pg/mL. In addition, the myxomycetes extracts
were used at the concentrations of 3.100 to 6.05 pg/mL, from A. bombarda, and 2.000 to 3.90
ug/mL, from T. microsperma.

Yeasts were maintained on Sabouraud Dextrose Agar - SDA plus yeast extract and
incubated at 35°C for 24 h. Candida tropicalis URM 6347, C. parapsilosis URM 6408 and C.
parapsilosis ATCC 22019 suspensions were prepared in saline solution (0.85g/L NaCl) and
density was adjusted according to the 0.5 MacFarland scale, at 90% transmittance in a
spectrophotometer at 530nm. This inoculum was two-fold diluted to achieve 10® CFU/mL.

Susceptibility tests were performed in 96-well microtiter plates (TPP, Trasadingen,
Switzerland). The inoculum was added to the wells with antifungal agents or myxomycetes
extracts for testing, and the plates were incubated at 35°C for 24 hours to determine the minimum
inhibitory concentration- MIC. The MICs for echinocandins and myxomycetes extracts correspond
to the lowest drug dilution that showed 50% growth inhibition compared to untreated yeasts. The
test was performed in triplicate.

The minimal fungicidal concentration (MFC) reading was observed regarding the growth of
the fungal colony in relation to the MIC, and 50% in relation to the control which was performed
with retroculture, removing 10uL from the wells.

Assessing fungicidal activities based on the MFC/MIC ratio is an approach in which agents
are classified either as fungicidal, killing the entire inoculum at concentrations near the MIC, or

fungistatic, not exhibiting any fungicidal activity near the MIC [31].

7. Cytotoxicity test
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Ethanolic extracts (10 mg) from sporocarps of A. bombarda and T. microsperma were
dissolved in 1 mL of DMSO, subsequently; successive dilutions were performed in the culture
medium to the final concentration of 0.1%.

The cytotoxic activity was determined by the thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)
method [32-33].

Cell lines used were HEp-2 (human laryngeal carcinoma), NCI-H292 (human lung
mucoepidermoid carcinoma) and RAW 264.7 (murine macrophages) maintained in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM). MCF-7 (human breast cancer) and HL-60 (acute
promyelocytic leukemia) cell lines were maintained in RPMI 1640 culture medium. The medium
was supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic solution (penicillin and
streptomycin). The cells were kept in an oven at 37°C in humidified atmosphere with 5% CO..

MCF-7, HEp-2, NCI-H292, RAW 264.7 (10° cells/mL) and HL-60 cells (3 x 10° cells/mL)
were transferred to 96-well microplates and incubated for 24 h. The extracts (0.1%) were added to
the wells with final concentration of 50 pug/mL. The drug doxorubicin (5ug/mL) was used as
standard. After 72 h of reincubation, 25 uL of MTT (5 mg/mL) was added and after 3h of
incubation, the MTT and the culture medium were aspirated and 100 pL of DMSO was added in
each well. The absorbance was measured on a microplate reader at wavelength of 560 nm.

The experiments were performed in triplicate and a percentage of inhibition was calculated
in the GraphPad Prism 7.0 program.

An intensity scale was used to evaluate the cytotoxic potential of the tested samples: with
activity (95 to 100% inhibition), with moderate activity (inhibition of cell growth ranging from 70

to 90%), and no activity (inhibition of growth less than 50%) [34].
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Results

The yields of ethanolic and ethyl acetate extracts from sporocarps of A. bombarda
correspond, respectively, to 36 mg and 40 mg, and were slightly higher than those obtained with
the extracts from sporocarps of T. microsperma, with 33 mg and 28 mg, respectively.

Flavonoids, triterpenes and terpenes were detected in ethanolic and ethyl acetate extracts

from sporocarps of A. bombarda and T. microsperma (Table 2).

Table 2. Classes of compounds found in ethanolic and ethyl acetate extracts from sporocarps of

Alwisia bombarda and Tubifera microsperma

Alwisia bombarda Tubifera microsperma

Chemical Groups | Ethanolic | Ethyl acetate | Ethanolic Ethyl acetate

Flavonoids + + _ +
Terpenes _ + + +
Triterpenes + + + +

Absence (-); Presence (+)

In addition to flavonoids, terpenes and triterpenes, bands corresponding to unidentified
phenols, revealed in UV light, were also observed in the chromatograms of the different extracts

(Table 3).

Table 3. Phenols visualized in UV light in the chromatograms of the ethanolic and ethyl acetate

extracts from sporocarps of Alwisia bombarda and Tubifera microsperma
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A. bombarda T. microsperma
Mobile phase
Ethanolic | Ethyl acetate | Ethanolic | Ethyl acetate
Toluene, ether (01:01) + + -
Toluene, chloroform,
+ + +
ethanol (50:40:15)

Methane, water (30:20) + + +

Ethyl acetate, methane,

water (50: 6,8: 5)

Absence (-); Presence (+)

The diameter of the growth inhibition halo of the colonies of C. tropicalis URM 6347 and

C. parapsilosis URM 6408 produced by the ethanolic extract from sporocarps of A. bombarda

were 7 and 9 mm, respectively. For T. microsperma, the values of the halo obtained for ethanolic

extract were 13 and 6 mm, against C. tropicalis URM 6347 and C. parapsilosis URM 6408,

respectively.

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicide Concentration

(MFC) of the four ethanolic and ethyl acetate extracts and of four antifungic commercial drugs

against the yeasts tested are displayed in Table 4.

Table 4. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration

(MFC) (png/mL) of extracts from sporocarps of Alwisia bombarda and Tubifera microsperma

against Candida species

Antifungal

Candida tropicalis

Candida parapsilosis

Candida parapsilosis




COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 94

drugs and URM 6347 ATCC22019 URM 6408
extracts MIC MFC R MIC MFC R MIC MFC R
Fluconazole

4.0 8.0 2.0 16.0 16.0 1.0 - - -
(64pg/mL)
Caspofungine

0.031 0.625 | 20.2 | 05 0.5 1.0 | 0.125 0.125 | 1.0
(16pg/mL)
Anidulafungine

0.031 0.031 1.0 2.0 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0
(16pg/mL)
Micafungine

0.031 0.031 1.0 1.0 1.0 1.0 | 0.125 0.125 | 1.0
(16pg/mL)
A. bombarda
etanolic extract 48.44 24.22 0.5 | 96.88 | 4844 |05 | 24.22 2422 | 1.0
(3100pg/mL)
A. bombarda
ethyl acetate

193.75 | 193.75 | 1.0 | 3,100 | 3,100 | 1.0 | 3,100 3,100 | 1.0
extract
(3,200pg/mL)
T. microsperma
etanolic extract | 250.00 | 250.00 | 1.0 | 1,000 | 1,000 | 1.0 | 3,100 | >3,100 -
(2,000ug/mL)
T. microsperma
ethyl acetate 125.00 | 125.00 | 1.0 | 1,000 | 500.00 | 0.5 | 1,000 2,000 | 2.0
extract
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(2000pg/mL)

Ratios (r): MFC/MIC < 4 indicate fungicidal activity; >4 indicate fungistatic activity.

The ethanolic extract of A. bombarda presented MIC of 24.22 pg/mL for C. parapsilosis
URM 6408, 48.44 pg/mL for C. tropicalis URM 6347, and 96.88 pg/mL for C. parapsilosis
ATCC 22019, while ethyl acetate extract presented MIC of 193.75 pg/mL for C. tropicalis. The
ethyl acetate extract of T. microsperma showed MIC of 125.00 pg/mL for C. tropicalis and 1,000
pg/mL for C. parapsilosis URM 6408 and ATCC 22019, while the ethanolic extract presented
MIC of 250.00ug/mL for C. tropicalis and 1,000 pug/mL for C. parapsilosis ATCC220109.

The ethanolic extract of A. bombarda was active against the tumor cell Hep-2 (human
laryngeal carcinoma), with inhibition of 80.9%, and of 93.6% for murine macrophages (RAW
264.7), at the concentration of 50 pg/mL; no inhibition occurred for NCI-H292 (human lung
mucoepidermoid carcinoma), MCF-7 (human breast cancer) and HL-60 (acute promyelocytic
leukemia) cells, at the same concentration; the extracts of T. microsperma showed no toxicity for
any of the cell lines tested at the concentration of 50 pg/mL, mainly for murine macrophages

(RAW 264.7), with inhibition of 17.1%.

Table 5. Etanolic Extracts of Alwisia bombarda and Tubifera microsperma against tumor cells.

Cells Inhibition (%)
Extracts

NCI-H292 | MCF-7 Hep-2 HL-60 RAW 264.7

Alwisia bombarda EtOH 50.4 (1,0) |48.3(2,0) [80.9 (5.0) |55.2 (3.6) | 93.6 (0.6)

Tubifera microsperma EtOH | 0.0 (0.0) 1.6 (0.0) |0.0(0.0) |0.0(0.0) |17.1(0.0)
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NCI-H292: human lung mucoepidermoid carcinoma; MCF-7: human breast cancer; Hep-2: human
laryngeal carcinoma; HL-60: acute promyelocytic leukemia; RAW 264.7: murine macrophages. ()

Standard error;

Discussion

The ethanolic and ethyl acetate extracts from sporocarps of A. bombarda and T.
microsperma presented triterpenes and terpenes, classes of chemical compounds also found in
several species of myxomycetes [19-35]. Not with standing, the production of flavonoids by
myxomycetes was only reported by Sobels [36], who analyzed the plasmodium of Badhamia
utricularis (Bull.) Berk. (Physaraceae).

Among the few existing publications on the biological activity of species of Reticulariaceae
is the study by Nakatani et al. [37], who isolated arcyriaflavin from pseudoaethalia of T. casparyi
(Rostaf.) T. Macbr., which inhibits the cell cycle in the phases G1 (10 ng/mL) and G2/M (100
ng/mL); never the less, it is an alkaloid, not detected in the extracts studied here. Kamata et al.
[22], from pseudoaethalia of T. dimorphoteca collected in the field, extracted the tubiferal A
(triterpenoid lactone), and verified its action against tumor cells. The same substance may be
present in the ethanolic and ethyl acetate extracts of T. microsperma and be responsible for the
antifungal action verified in the present study. Similar to that observed for T. dimorphoteca, the
extracts from sporocarps of T. microsperma did not present cytotoxicity against the tumor cell
lines HEp-2 (human laryngeal carcinoma), NCI-H292 (human lung mucoepidermoid carcinoma),
MCF-7 (human breast cancer), HL-60 (acute promyelocytic leukemia), as well as RAW 264.7

(murine macrophages) cells. Although the tubiferal did not show cytotoxicity against the human
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tumor cell lines tested by Kamata et al. (2004) in the presence of 100 ng/mL vincristine (VCR), it
reversed the drug resistance of VCR-resistant KB cells (Idsp= 2.7ug/mL).

According to Kamata et al. [22], the tubiferal is a colorless substance. Although this
substance may be present in the extracts obtained from sporocarps of T. microperma, they have a
greenish color, as well as those of A. bombarda. The green coloration in myxomycete extracts is
reported only by Nakatani et al. [19], who investigated substances produced by the plasmodium of
Didymium iridis (Ditmar) Fr. (Didymiaceae); these authors used the solvent systems methanol:
water (90:10 v/v) and acetone: water (90:10 v/v) and detected the presence of the alkaloid
makaluvamine I. As the chemical screening for the two species studied did not detect the presence
of alkaloids, the coloration found should be attributed to other substance, not yet identified,
different from the tubiferal, potentially responsible for the antifungal activity observed here.

The only article found in the specialized literature referring to the biological activity of A.
bombarda is that of Guimaraes et al. [38], who do not report the chemical nature of the substances
present in the methanolic and chloroformic extracts for which they report antifungal activity. In the
extracts tested by them, the metabolites produced by A. bombarda were able to inhibit the growth
of C. albicans, with halos of 12 mm to 18 mm, and 12-17 mm for C. tropicalis. In the present
study, the disk diffusion test showed inhibition halos of 7 mm (A. bombarda, ethanolic extract) and
11-13 mm (T. microsperma extracts) for C. tropicalis. In both surveys, the material was collected
in the field, in the same conservation unit and in different seasons of the year, although the
solvents used by Guimardes et al. [38] were not the same. The results reported here confirm that
the sporocarps of A. bombarda contain bioactive substances against Candida species.

Research on metabolites produced by myxomycetes show mostly activity against bacteria,
rarely referring to activity against yeasts and filamentous fungi, all employing the disk diffusion

test. The methanol and chloroform extracts from aethalia of Fuligo septica (L.) F.H. Wigg.
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(Physaraceae) induced halos of 10-24 mm against C. albicans [21-39]. The assays carried out by
Herrera et al. [20] with ethanolic extract of Physarum melleum (Berk. & Broome) Massee
(Physaraceae) showed significative inhibition zones against Fusarium oxysporum Schlecht (10-20
mm) and Rhizoctonia solani Hihn (> 20 mm); yet the extract from the plasmodium of Physarella
oblonga (Berk. & M.A. Curtis) Morgan (Physaraceae), which showed no activity against
filamentous fungi, showed results against Trypanosoma cruzi (Chagas disease) (500 pg/mL) and
low cytotoxic activity against leukemic cells (Jurkat Lat GF cells) (100 pg/mL). In the present
study, the minimal inhibitory concentration indicates that the substances present in extracts are
active against C. parapsilosis and C. tropicalis at concentrations (24.22 pg/mL to 250 pg/mL)
lower than those reported by Herrera et al. (2011). The extracts from sporocarps of A. bombarda
showed 55.2% inhibition at 50 pg/mL concentration against leukemic cells (HL60), while T.
microsperma showed no cytotoxicity activity against cells of the same line. Nowadys no tests with
substance of Alwisia bombarda and Tubifera microsperma was made against tumor cells and were
describe in the first time in this article.

Fluconazole, one of the most used antifungal chemotherapeutic agents has a MIC range of
0.12 pg/mL to 4.0 pg/mL [40-41]. In the present study, the two Candida species had their growth
inhibited by the action of substances present in ethanolic extracts from sporocarps of A. bombarda,
at concentrations of 24.22 pg/mL, for the strain URM 6408 of C. parapsilosis, and 48.44 ug/mL,
for the strain URM 6347 of C. tropicalis, while the fluconazole showed inhibition in the range of 4
pg/mL (C. tropicalis) to 16 pg/mL (C. parapsilosis). Considering that the tests were carried out
with crude extracts, and that at the concentration of ethanolic extract of A. bombarda showed weak
toxicity against normal cells, it can be assumed that the metabolites produced by this species have

the potential to be used as fungicides when purified.
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Conclusions

Flavonoids, terpenes and triterpenes, chemical groups with proven potential for biological
activity, are present in the extracts of the two species of Reticulariaceae studied and have the
potential to inhibit microorganisms pathogenic to humans and animals. C. tropicalis e C.
parapsilosis.

The substances present in the crude ethanolic extract of Alwisia bombarda have a great
potential as fungicides against C. parapsilosis and show weak toxicity to normal cells.

The ethanolic extract from sporocarps of Tubifera microsperma showed low toxicity at all
concentrations, and can be used for bioprospecting research.

The low levels of toxicity observed in this study demonstrate that some species of
myxomycetes that have not yet been studied from a pharmacological point of view may be new
sources of bioactive substances in fighting Candida species, making it possible to prospect new

drugs from their secondary metabolites.
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ABSTRACT: A large number of drugs are being obtained through studies on the biological

activity of substances produced by microrganisms, some indicated for the treatment of fungal
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infections. The present study aimed to investigate the biological activity of substances present in
the sporocarps of the myxomycetes Lycogala epidendrum and Lycogala confusum against clinical
isolates of Candida parapsilosis and C. tropicalis and normal and tumor cells. For the chemical
screening of the extract (ethanolic; ethyl acetate), thin-layer chromatography (TLC) was used. The
antifungal assays were performed by microdilution technique, with determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC). Cytotoxic activity
was tested on the following cell lines: HEp-2 (human laryngeal carcinoma), NCI-H292 (human
lung mucoepidermoid carcinoma), MCF-7 (human breast cancer), HL-60 (acute promyelocytic
leukemia) and RAW 264.7 (murine macrophages). Flavonoids, terpenes and triterpenes were
detected in all extracts. The most significant results of inhibition of colony growth were obtained
for C. tropicalis, in the following concentrations of ethanolic extracts: L. epidendrum, 46 pg/mL;
L. confusum, 375 pg/mL. At the 50 pg/mL concentration, the ethyl acetate extract of L.
epidendrum showed no cytotoxicity to the cell lines HEp-2, NCI-H292, MCF-7, HL-60 and RAW
264.7. The ethanolic and ethyl acetate extracts (50 pg/mL) of L. confusum also showed no toxicity
to all tumor cells, with moderate toxicity to RAW 264.7 cells. The substances produced by the two
species of Lycogala show fungicidal activity against the Candida clinical isolates analyzed,

particularly for C. tropicalis.

KEY WORDS: biological activity, Candida, clinical isolates, tumor cells.

INTRODUCTION

Myxomycetes (Amoebozoa: Myxogastria) are unicelular, free-living eukaryotes,
comprising just over 1000 species, many of them being cosmopolitan (Fiore-Donno et al., 2010;

Poulain et al. 2011; Lado 2017). Their life cycle comprises a haploid uninucleate stage, which is
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mobile (mixoamoeba or mixoflagellate), followed by a diploid multinucleate stage (plasmodium),

also mobile, and a fixed, sporulating stage (sporocarp).

The class Myxomycetes comprises six orders and 12 families, among them Reticulariaceae
(Liceales), with 34 species, distributed in five genera (Martin et al. 1983; Lado 2017). The genus
Lycogala Adans. contains six species, these being aethalioid, distinguished by the shape, color and

size of the sporocarps, pseudocapillitium and spores (Martin et al. 1983; Poulain et al. 2011).

Lycogala epidendrum (L.) Fr. is a cosmopolitan species and has wide distribution in Brazil,
while L. confusum Nann.-Bremek. ex Ing, with a more restricted distribution, occurs in the
northeast and south regions of the country (Cavalcanti et al. 2016; Xavier de Lima and Cavalcanti
2017). Lycogala confusum has already been considered as a variety of L. epidendrum, differing by
the peridium presenting irregular vesicles together or divided into chambers and the morphology

and characteristics of the pseudocapillitium (Nannenga-Bremekamp 1999).

Myxomycetes coexist with different groups of microorganisms in the different
environments in which they inhabit, having developed strategies to compete for resources of
common interest. Among the strategies they have developed is the ability to produce substances
that inhibit the growth of viruses, bacteria and fungi, already detected in the plasmodium and

sporocarps of different species (Hashimoto et al. 1994a; Ribeiro et al. 2002; Herrera et al. 2011).

Dembitsky et al. (2005) and Zhou and Liu (2010) report about a hundred chemical
substances, some with proven biological activity, produced by myxomycetes belonging to different
orders, highlighting Physarales, Trichiales and Liceales. In the first studies on the activity of

metabolites produced by myxomycetes, Locquin and Prevot (1948) observed that substances
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present in the alcoholic extract of Lycogala flavo-fuscum aethalia were active against the anaerobic
bacteria Streptococcus putridus and Clostridium histolyticum. The best studied species is L.
epidendrum, in whose aethalia was detected the presence of lycogalic acids (Frode et al. 1994),
lycogarides D-G, lycogalic acid dimethyl esters A and B (Buchanan et al. 1996) and alkaloids
cinereapyrrole A and B (Kamata et al. 2005). Hashimoto et al. (1994b) observed that substances
extracted from the aethalia of this species of Reticulariaceae show activity against the herpes virus
(HSV-1) and detected the presence of dimethylpyrrole dicarboxylates and three polyacetylene
triglycerides, called lycogarides A-C. Glycosides lycogalinoside A and B show inhibitory activity
onthe growth of Gram-positive bacteria (Rezanka et al. 2003). No studies were found in the
literature related to substances produced by L. confusum, not even reports of the biological activity

of plasmodium or sporocarp extracts.

The present study aimed to investigate the biological activity of substances present in the
sporocarps of L. epidendrum and L. confusum against clinical isolates of Candida parapsilosis and

C. tropicalis and normal and tumor cells.

MATERIAL AND METHODS

1. COLLECTION AND PROCESSING OF SPOROCARPS

Mature sporocarps of L. epidendrum and L. confusum were collected in ombrophilous
dense rain forest fragments located in the municipality of Recife, Pernambuco state (8°7°30”’S,
4°52°30°’W). The specimens were packed in boxes and taken to the laboratory where a parcel was
assigned for analysis, identification and herborization, and another for chemical and biological

activity analyses. Exsiccata from the material studied were deposited in the UFP Herbarium
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(Department of Botany, UFPE): Lycogala epidendrum UFP 80405 and Lycogala confusum UFP

80403.

Sporocarps were detached from the substrate, deposited in Eppendorf tubes and kept in the

freezer at - 6°C.

2. EXTRACTION AND CHEMICAL PROFILE OF SECONDARY METABOLITES

The ethanolic and ethyl acetate extracts of L. epidendrum and L. confusum were obtained in
accordance with the methodology described by Alves et al. (2008) with modifications. Sporocarps
(1 g) were macerated in a mortar with liquid nitrogen, transferred to Erlenmeyer flasks and 50 mL
of ethyl acetate solvent was added, kept static for 24 hours (cold extraction) and then maintained at
45°C for 30 min (hot extraction). The same procedure was performed to obtain the ethanolic
extracts. After passing through rotoevaporator and desiccator to remove the solvent, the extracts

were kept in a freezer (-6°C) to be used in the bioassays.

The extracts from sporocarps of Lycogala epidendrum were passed through a
spectrophotometer at an absorbance wavelength of 190.00 - 1000 nm before eliminating the

solvents in rotoevaporator.

3. THIN LAYER CHROMATOGRAPHY (TLC)

Thin-layer chromatography studies were carried out following the methodology of Wagner
and Bladt (1996). The solvents used for the mobile phase and the standards and developer are
described in Table 1. Unidentified phenolic substances, observed on the plates subjected to the

mobile phases marked with an asterisk in Table 1, were revealed in UV light (340 nm).
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Table 1. Chemical screening of sporocarps of Lycogala epidendrum and Lycogala confusum

(Myxomycetes, Reticulariaceae).

Chemical groups Standard Developer Mobile phase

Toluene, ethyl acetate, diethylamine

Alkaloids Scopolamine Dragendorff
(70:20:10)
Coumarins Cumaricacid KOH-ETHO10% Toluene, ether (01:01)
Flavonoids Quercetin NEU Toluene, chloroform, ethanol (50:40:15) *
1% Ferric chloride
Tannins Tannic acid Methanol, water (30:20)*
(FeCls)
Terpenes Eugenol Vanillinsulfuric Toluene, ethyl acetate (93;7)
Triterpenes Lupeol Liebermann-Burchard Toluene, chloroform, ethanol (40:40:10)
Naphynoquinones  Plumbagin KOH-ETHO10% Ethyl acetate, methanol, water (50: 6.8: 5)*

4. TEST - MICROORGANISMS

The test microorganisms were obtained from the Culture Collection - Micoteca URM, at
the Department of Mycology of the UFPE, and from the American Type Culture Collection -
ATCC. The yeasts used were as follows: C. parapsilosis URM 6408, and C. tropicalis URM 6347
isolated from human blood; C. parapsilosis ATCC 22019 isolated from epidermal scales of sprue
patients. Strains were maintained on Sabouraud agar added with yeast extract in BOD at 37 °C for
24 hours, according to the methodology described by Duarte et al. (2005), with modifications, and

CLSI (2008).
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5. DETERMINATION OF MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC) AND

MINIMUM FUNGICIDAL CONCENTRATION (MFC) OF THE EXTRACTS

The technique followed the M27-A3 and M27-S4 guidelines (Espinel-Ingroff et al. 1991,
Barchiesi et al. 1994). The culture medium used was RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) with L-
glutamine and without sodium bicarbonate, and buffered to pH 7.0 + 0.1 with 0.165 mol.L™
morpholinepropanesulfonic acid (MOPS; Sigma-Aldrich, USA). The culture medium was
sterilized in a 0.22 um membrane (Millipore, Darmstadt, Germany). The commercial antifungal
agents belong to the class Echinocandins, prepared in DMSO. Anidulafungin (Pfizer, New York,
EUA), Fluconazole (Pfizer, New York, EUA), Caspofungin (Pfizer, New York, EUA), and
Micafungin (Pfizer, New York, EUA) were prepared and used at concentrations between 0.03 and
16 pg/mL. In addition, the myxomycetes extracts were used at the concentrations of 3.075 to

6.00ug/mL, from Lycogala epidendrum, and 3.000 to 5.86 pug/mL, from Lycogala confusum.

Yeasts were maintained on Sabouraud Dextrose Agar (SDA) plus yeast extract and
incubated at 35 °C for 24 hours. Candida tropicalis URM 6347, C. parapsilosis URM 6408 and C.
parapsilosis ATCC 22019 suspensions were prepared in saline solution (0.85g/L NaCl) and
density was adjusted according to the 0.5 MacFarland scale at 90% transmittance in a

spectrophotometer at 530nm. This inoculum was two-fold diluted to achieve 10° CFU/mL.

Susceptibility tests were performed in 96-well microtiter plates - TPP (Trasadingen,
Switzerland). The inoculum was added to the wells with antifungal agents or myxomycetes
extracts for testing, and the plates were incubated at 35°C for 24 hours to determine the minimum
inhibitory concentration - MIC. The MICs for echinocandins and myxomycetes extracts

correspond to the lowest drug dilution that showed 50% growth inhibition compared to untreated
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yeasts. The test was performed in triplicate.

The minimal fungicidal concentration (MFC) reading was observed with the growth of the
fungal colony in relation to the MIC, and 50% in relation to the control which was performed with

the retroculture, removing 10 pl from the wells.

Assessing fungicidal activities based on the MFC/MIC ratio is an approach based on which
agents are classified either as fungicidal, killing the entire inoculum at concentrations near the

MIC, or fungistatic, not exhibiting any fungicidal activity near the MIC (Meletiadis et al. 2007).

6. CYTOTOXICITY TEST

The extracts (10 mg) from sporocarps of L. epidendrum (ethanolic) and L. confusum
(ethanolic and ethyl acetate) were dissolved in 1mL of DMSO; subsequently, successive dilutions

were performed in culture medium to the final concentration of 0.1%.

The cytotoxic activity was performed by the MTT method of 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-Diphenyltetrazolium bromide (Mosmann 1983; Alleyet al. 1988).

The cell lines used were HEp-2 (human laryngeal carcinoma), NCI-H292 (human lung
mucoepidermoid carcinoma) and RAW 264.7 (murine macrophages) maintained in Dulbecco's
Modified Eagle Medium - DMEM. The MCF-7 (human breast cancer) and HL-60 (acute
promyelocytic leukemia) lines were maintained in RPMI 1640 culture medium. The media were
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic solution (penicillin and

streptomycin). The cells were kept in an oven at 37°C in humidified atmosphere with 5% CO..

The MCF-7, HEp-2, NCI-H292, RAW 264.7 (10° cells/mL) and HL-60 cells (3 x
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10°cells/mL) were transferred to 96-well microplates and incubated for 24 h. The extracts (0.1%)
were added to the wells with final concentration of 50 pg/mL. The drug doxorubicin (5 pg/mL)
was used as standard. After 72 h of reincubation, 25 pL of MTT (5 mg/mL) was added and after 3
h of incubation, the MTT and the culture medium were aspirated and 100 pL of DMSO was added

in each well. The absorbance was measured on a microplate reader at a wavelength of 560 nm.

The experiments were realized in triplicate and a percentage of inhibition was calculated

using the program GRAPHPAD PRISM 7.0.

An intensity scale based in Rodrigues et al. (2014) was used to evaluate the cytotoxic
potential of the tested samples: with activity (95 to 100% inhibition), with moderate activity (cell
growth inhibition ranging from >70 to < 95%) and no activity (inhibition of growth less than <

50%).

RESULTS

The yields of ethanolic and ethyl acetate extracts from sporocarps of Lycogala epidendrum
correspond respectively to 43 mg and 100 mg and were higher than those obtained with the
extracts from sporocarps of Lycogala confusum, with 76 mg and 189 mg respectively Flavonoids,

triterpenes and terpenes were detected in the extracts of both species (TABLE 2).

Table 2. Classes of compounds found in the ethanolic and ethyl acetate extracts from sporocarps of

Lycogala epidendrum and Lycogala confusum.

Lycogala epidendrum Lycogala confusum

Chemical groups Ethanolic Ethyl acetate Ethanolic Ethyl acetate
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Flavonoids - + + +
Terpenes - + + +
Triterpenes + + + +

Absence (-); Presence (+)

In addition to flavonoids, terpenes and triterpenes, bands corresponding to unidentified
phenols, revealed under UV light, were also observed in the chromatograms of the different

extracts (TABLE 3).

Table 3. Indication of the presence of phenols in the chromatograms of the extracts from sporocarps

of Lycogala epidendrum and Lycogala confusum.

L. epidendrum L. confusum
Mobile phase Ethanolic Ethyl Ethanolic Ethyl
acetate acetate
Toluene, chloroform, ethanol (50:40:15) - ] + +
Methanol, water (30:20) - + + +
Ethyl acetate, methanol, water (50: 6.8: 5) - - + -

The extracts of Lycogala epidendrum presented red (ethanolic extract) to purple (ethyl acetate
extract) pigmentation, with an absorbance peak of 290 nm to 300 nm, extending in the latter to

longer wavelengths (540 nm), remaining in the visible ultraviolet range (FIG 1).
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FIG 1. Absorbance peak of the ethanolic and ethyl acetate extracts of Lycogala epidendrum.

With the exception of the strain ATCC 22019 of C. parapsilosis, all extracts inhibited the
growth of the colonies of the two yeast species studied, especially the ethanolic extracts of L.
epidendrum (46 ug/mL) and L. confusum (375 pg/mL) against C. tropicalis; based on the

MFC/MIC ratio, this action is not only fungistatic but also fungicidal (Table 4).

Table 4. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC)
of the extracts from Lycogala epidendrum and Lycogala confusum sporocarps against Candida

clinical isolates.

Extract (ug/mL) Candida tropicalis Candida parapsilosis  Candida parapsilosis

URM 6347 ATCC 22019 URM 6408

MIC  MFC R MIC MFC R MIC MFC R
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Fluconazole
(64pg/mL) 4 8 2 16 16 1 - -
Caspofungine
(16pg/mL) 0.031 0.625 20.2 0.5 0.5 1 0125 0.125
Anidulafungine
(16pg/mL) 0.031 0031 1 2 1 0.5 1 1
Micafungine
(16pg/mL) 0.031 0031 1 1 1 1 0125 0.125
L.  epidendrum
ethyl acetate
(12,300ug/ml) 384 384 1 768 768 1 768 768
L. epidendrum
ethanolic
(12,000pg/ml) 46 46 1 750 375 05 750 750
L. confusum
ethanolic
(12,000pg/ml) 375 375 1 - - - 1500 1500
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The ethyl acetate extract of L. epidendrum showed no toxicity for all tested cells (Table 5).

The ethanolic and ethyl acetate extracts of L. confusum also showed no toxicity for the tumor cells

HEp-2, H292, NCI- MCF-7, HL-60; at the concentration of 50 pg/mL, these extract showed a

moderate activity, with percentage of inhibition between 85-95%, for RAW 264.7 cells (TABLE

).
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Table 5: Percentage of the inhibition of tumor and normal cells shown by the extracts from Lycogala

epidendrum and L. confusum sporocarps.

Inhibition (%)

Test NCI- HL- RAW EPM
Hep-2 EPM EPM MCF-7 EPM EPM
Extract H292 60 264.7

L. epidendrum

ethyl acetate 0.0 0.0 132 0.0 7.3 23 331 00 455 36
L. confusum
ethanolic 398 04 190 0.0 57.4 11 404 00 856 1.9

L. confusum ethyl

acetate 429 05 350 33 423 16 209 00 919 14

HEp-2 (human laryngeal carcinoma), NCI-H292 (human lung mucoepidermoid carcinoma), MCF-
7 (human breast cancer), HL-60 (acute promyelocytic leukemia) and RAW 264.7 (murine

macrophages).

DISCUSSION

The presence of flavonoids observed in the extracts of the two Lycogala species studied
seems to be rare for myxomycetes, since only two references on the production of this chemical
group were found in the literature, both related to the plasmodial phase of species of Physaraceae

(Sobels 1954; Nair and Zabka 1966). Terpenes and triterpenes, also found in extracts of L.
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epidendrum and L. confusum, are reported in studies on species of Myxomycetes belonging to
different orders (Dembistsky et al. 2005). Unidentified phenols were detected in both extracts and
it is possible that the nature of the antifungal substances present in them belong to this group,
responsible for the antimicrobial activity reported for other organisms (Nair and Zabka 1966;

Ribeiro et al. 2002).

In the early stages of development, the sporocarps of the two Lycogala species studied have
a bright coral-red color, but become grayish when mature. In this study, the extracts prepared with
mature sporocarps presented purple color, when obtained with ethyl acetate, and red color, when
the solvent used was ethanol. The substances present in the ethanolic extracts of L. epidendrum
had an absorbance peak in the range of 290-300 nm, extending to longer wavelengths (540 nm).
Studies by Czeczuga (1980) on pigments present in species of Lycogala have shown that -
carotene is probably the main pigment in L. epidendrum. Rezanka and Dvorakova (2003)
attributed to b-unsaturated carbonyl and diene chromophores the maximum absorbance peaks of
243 nm (log 4.72) and 300 nm (log 3.38) found in extracts of L. epidendrum obtained with 90%
butanol; and Hashimoto et al. (1994) report wavelengths of 233, 245 and 259 nm for methanolic
extracts from sporocarps of this same species. In the review of articles published between 2003
and 2009 on pigments produced by macromycetes, Zhou and Liu (2010) reported that several
bisindole alkaloids have been isolated from myxomycetes, among them 6-hydroxystaurosporinone
and 5,6-dihydroxyarcyriaflavin B, reported by Kamata et al. (2005) and Hosoya et al. (2005) for L.

epidendrum. In the extracts analyzed, however, the presence of alkaloids was not detected.

Publications on the biological activity of metabolites produced by species of

Reticulareaceae point to the inhibition of bacterial growth and rarely report activity against yeasts
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and filamentous fungi (Ishibashi 2005). The polypropionate lactones of glycosides
(lycogalinosides A and B) detected by Rezanka and Dvorakova (2003) in sporocarps of L.
epidendrum inhibited the growth of Gram-negative bacteria but did not present action on yeasts,
among them Candida albicans; therefore, they are probably not active substances against C.

parapsilosis and C. tropicalis, present in the extracts tested.

The substances with biological activity present in the extracts of the two Lycogala species
have fungicidal action, considering that all the values of the MFC/MIC ratio were in the range of
0.5 - 2.0 (Meletiadis et al. 2007). Fluconazole, one of the most utilized antifungal
chemotherapeutic agent has a MIC range of 0.12 pg/mL to 4.0 pg/mL (Pfaller et al. 1995; Rex et
al. 1996). In the present study, the two Candida species were growth-inhibited by the action of
substances present in ethanolic extracts from L. epidendrum sporocarps, the 46 pg/mL
concentration being determinant for the strain URM 6347 of C. tropicalis; while the fluconazole

showed inhibition in the range of 4 pg/mL (C. tropicalis) to 16 pg/mL (C. parapsilosis).

The cytotoxic action of metabolites produced by myxomycetes species of different orders
has been investigated and most of the results demonstrate absence or low toxicity on several tumor
cell lines (Hashimoto et al. 1994b; Kamata et al. 2004, 2005; Ishibashi 2005; Nakatani et al. 2005;
Zhou and Liu 2010; Herrera et al. 2011). From the pseudoaethalia of Tubifera dimorphotheca
(Reticulariaceae), Kamata et al. (2004) extracted the tubiferal A (rearranged triterpenoid lactone),
which did not show cytotoxicity against three human tumor cell lines, notwithstanding, in the
presence of 100 ng/mL vincristine (VCR), it reversed the drug resistance of VCR-resistant KB
cells (1d50 = 2.7 pg/mL). The results obtained with the tests carried out with the four tumor cell

lines also showed no toxicity or moderate activity of the substances produced by L. epidendrum



COSTA, A AA. Investigacdo da Atividade Bioldgica de Metabdlitos Produzidos... 122

and L. confusum; taking into account normal cells, the tests carried out with extracts of L.
confusum (50 um/mL) showed moderate cytotoxic activity for RAW-264.7 cells, but there was no

toxicity with the ethyl acetate extract (50 um/mL) of L. epidendrum for this same cell line.

Considering that the tests were carried out with crude extracts, and that the ethanolic extract
of L. epidendrum showed no toxicity against normal cells, it can be assumed that the metabolites

produced by this species have the potential to be used as fungicides when purified.

CONCLUSIONS

Compounds present in sporocarps from Lycogala epidendrum and L. confusum show
fungicidal activity against Candida tropicalis and C. parapsilosis and have low cytotoxic activity

against normal cells, making it possible to prospect new drugs from their secondary metabolites.
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Tabela 9. Absorbancia em espectrofotobmetro (190nm a 1000nm) dos extratos de

esporocarpos de Lycogala epidendrum e Alwisia bombarda com diferentes solventes.
LE= L. epidendrum. AB= A.bombarda. F= Frio. Q= Quente. CL= cloroformio. AE=

acetato de etila. ET= etanol.

Absorbancia  LECLF LECLQ LEAEF LEETF LEETQ ABCLF
190,00 0,572 2,596 0,745 0,872 0,194 0,075
200,00 0,457 3,217 0,58 0,654 0,095 0,105
210,00 0,562 3,758 0,936 0,295 0 0,193
220,00 0,329 3,892 1,349 0,666 0 0,102
230,00 0,42 4,685 0,481 0 0 0,017
240,00 1,973 3,956 2,144 0,529 0 0,196
250,00 3,331 2,252 3,727 1,98 0,026 0,147
260,00 3,386 1,845 3,969 2,371 0,229 0,127
270,00 2,898 1,745 3,763 2,517 0,281 0,153
280,00 1,405 1,678 3,879 2,532 0,373 0,204
290,00 1,263 1,537 3,988 2,492 0,355 0,267
300,00 0,957 1,319 3,962 2,231 0,325 0,093
310,00 0,831 1,18 3,792 1,806 0,257 0,068
320,00 0,75 1,083 3,636 1,486 0,204 0,071
330,00 0,782 0,939 3,5 1,59 0,224 0,082
340,00 0,427 0,732 2,977 1,066 0,155 0,059
350,00 0,31 0,535 2,525 0,787 0,115 0,029
360,00 0,255 0,427 1,961 0,615 0,088 0,03
370,00 0,183 0,358 1,425 0,42 0,055 0,009
380,00 0,153 0,307 1,045 0,303 0,037 0,009
390,00 0,142 0,278 0,825 0,261 0,032 0,009
400,00 0,127 0,262 0,699 0,234 0,029 0,01
410,00 0,11 0,253 0,612 0,212 0,026 0,009
420,00 0,095 0,236 0,551 0,194 0,025 0,009
430,00 0,082 0,216 0,513 0,178 0,023 0,006
440,00 0,067 0,209 0,512 0,158 0,022 0,007
450,00 0,056 0,197 0,49 0,135 0,017 0,003
460,00 0,052 0,19 0,489 0,114 0,014 0,001
470,00 0,047 0,192 0,517 0,094 0,01 0,002
480,00 0,049 0,19 0,507 0,083 0,009 0,001
490,00 0,05 0,183 0,495 0,077 0,007 0,003
500,00 0,044 0,192 0,536 0,068 0,005 0,003
510,00 0,038 0,186 0,514 0,059 0,004 0,003
520,00 0,039 0,169 0,427 0,058 0,005 0,003
530,00 0,036 0,161 0,382 0,053 0,005 0,002
540,00 0,025 0,158 0,356 0,041 0,004 0,001
550,00 0,016 0,143 0,286 0,029 0,001 0,002
560,00 0,012 0,122 0,193 0,022 0,004 0
570,00 0,007 0,107 0,125 0,015 0,001 0,001
580,00 0,008 0,097 0,08 0,014 0,001 0,002
590,00 0,007 0,091 0,055 0,015 0,004 0,003
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600,00 0,006 0,087 0,043 0,011 0,002 0,002
610,00 0,006 0,088 0,036 0,01 0,002 0,002
620,00 0,007 0,084 0,029 0,01 0,004 0,003
630,00 0,008 0,082 0,027 0,014 0,007 0,005
640,00 0,006 0,081 0,025 0,013 0,006 0,004
650,00 0,007 0,079 0,023 0,007 0,006 0,003
660,00 0,005 0,09 0,02 0,006 0,003 0,004
670,00 0,003 0,089 0,018 0,009 0,004 0,005
680,00 0,004 0,077 0,015 0,007 0,002 0,002
690,00 0,003 0,074 0,017 0,007 0,002 0

700,00 0,006 0,074 0,015 0,009 0,007 0,003
710,00 0,005 0,067 0,008 0,008 0,005 0,002
720,00 0,004 0,065 0,007 0,009 0,005 0,004
730,00 0,008 0,069 0,008 0,009 0,008 0,003
740,00 0,005 0,063 0,007 0,007 0,009 0,004
750,00 0,00 0,064 0,003 0,005 0,005 0,002
760,00 0,003 0,066 0,006 0,006 0,005 0,003
770,00 0,002 0,062 0,005 0,008 0,006 0,001
780,00 0,001 0,06 0,005 0,006 0,004 0,004
790,00 0,004 0,061 0,005 0,004 0,004 0,001
800,00 0,005 0,065 0,006 0,017 0,007 0,001
810,00 0,008 0,061 0 0,011 0,01 0,002
820,00 0 0,06 0,002 0,002 0,006 0,003
830,00 0,001 0,059 0,002 0,004 0,003 0

840,00 0 0,056 0,004 0,005 0,005 0,001
850,00 0,003 0,061 0,004 0,009 0,007 0,002
860,00 0,005 0,061 0,002 0,004 0,001 0,002
870,00 0,006 0,057 0,001 0,006 0,008 0,003
880,00 0,004 0,066 0,002 0,004 0,001 0,001
890,00 0,02 0,063 0,003 0,017 0,015 0,003
900,00 0,034 0,055 0,002 0,033 0,036 0,006
910,00 0,027 0,058 0,005 0,054 0,056 0,002
920,00 0,019 0,063 0,006 0,041 0,043 0,006
930,00 0,009 0,056 0 0,034 0,036 0,001
940,00 0,004 0,058 0,002 0,033 0,032 0

950,00 0,012 0,061 0,007 0,032 0,032 0,007
960,00 0,005 0,053 0,005 0,028 0,028 0,002
970,00 0,009 0,057 0,013 0,037 0,036 0,001
980,00 0,013 0,057 0,004 0,041 0,042 0,003
990,00 0,012 0,054 0 0,043 0,046 0,005
1000,00 0,014 0,052 0 0,05 0,048 0,005






