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RESUMO

SILVA, E. O. Otimizacéao das condi¢cdes de cultivo e investigacdo das atividades
citotéxica e antimicrobiana de metabdlitos secundarios do fungo endofitico
Drechslera ravenelii. 2010. 119f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2010.

O interesse na obtencdo de novos farmacos a partir de micro-organismos endofiticos
vem crescendo, uma vez que esta € uma fonte ainda pouco explorada. Além disso, o
estudo das interacbes entre plantas e micro-organismos tem sido amplamente
discutido ao longo dos ultimos anos. No presente trabalho, o fungo endofitico
Drechslera ravenelii (SS33), isolado das folhas de Smallanthus sonchifolius (yacon),
foi cultivado sob diferentes condi¢cdes fermentativas, objetivando a determinacao das
melhores condicbes para produzir metabdlitos secundarios com atividades
antimicrobiana e/ou citotoxica. Para tal avaliaram-se dois parametros: meio
fermentativo e tempo de incubacdo. Os meios fermentativos liquidos utilizados foram
Czapek e caldo de batata (PDB), sob agitacdo (120 RPM), cultivados por 216 e 480
horas. Também foi desenvolvida cultura por fermentacao em substrato solido, meio
de arroz-aveia, durante 720 horas. Todos os cultivos foram realizados em
temperatura de 30 °C e precedidos por pré-fermentacdo. Dos cultivos em meio
liquido foram obtidas frag6es em diclorometano e em acetato de etila. J& dos cultivos
provenientes do meio fermentativo solido foram obtidas fracbes em n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Dessa forma, obtiveram-se 12 fracdes
qgue foram concentradas em rotaevaporador até a secura, pesadas e identificadas.
As fragOes tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada através de duas técnicas:
técnica da bioautografia e técnica da microdiluicdo em microplaca (determinacao da
Concentracao Inibitéria Minima), utilizando-se como indicadores biol6gicos as cepas
Kocuria rhizophila, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada pela técnica do MTT,
utilizando-se trés linhagens de células tumorais MB435 (melanoma humano), HCT-8
(c6lon humano) e SF-295 (glioblastoma humano). As fracdes tiveram também seus
perfis quimicos avaliados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Apés
observacdo dos resultados obtidos, concluiu-se que a fracdo diclorometanica,
proveniente do meio fermentativo sélido, foi a que apresentou maior rendimento,
manejo mais simples e perfil cromatografico mais interessante, quando comparada
as outras fracBes obtidas dos meios solido e liquido. Desse modo, foi realizada
ampliagdo da escala fermentativa em meio solido e a fracao diclorometanica obtida
foi submetida a processos cromatogréficos visando o isolamento das substéncias
majoritarias. Assim, foram isoladas a substancia 1 (nédo identificada) e a substancia
2, identificada como terpestacina, um sesterpeno incomum com conhecida atividade
na inibicdo da formacéo de sincicios pelo virus HIV. A terpestacina foi isolada pela
primeira vez do fungo Drechslera ravenelii no presente estudo. A substéncia 2 nao
apresentou atividade antimicrobiana quando submetida ao ensaio da microdiluicéo
em microplaca e apresentou atividade citotoxica discreta, frente a trés linhagens de
células cancerigenas humanas.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 A importancia dos produtos naturais como fonte de novos farmacos

No inicio do século XX, antes da “Era Sintética”, 80% de todos o0s
medicamentos eram obtidos de raizes, cascas e folhas de plantas. Nos ultimos
tempos, os produtos naturais continuam sendo significativas fontes de farmacos e
prototipos, compondo aproximadamente 60% dos compostos anticancerigenos e
75% dos medicamentos para as doencas infecciosas. Analise do FDA sobre novos
medicamentos aprovados revela que o0s produtos naturais continuam a
desempenhar um papel central, mesmo diante da busca das industrias por outras
estratégias de descoberta. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2002,
mais de 90% das atuais classes terapéuticas derivaram de um produto natural e,
ainda hoje, grande parte da populacdo depende desse tipo de medicamento
(McCHESNEY, VENKATARAMAN, HENRI, 2007).

Nota-se que a atividade bioldégica da maioria dos compostos naturais do
mundo ainda nao foi testada e que ha varias fontes inovadoras de biodiversidade
disponiveis, incluindo uma gama de espécies de plantas, organismos marinhos e a
diversidade microbiana (HARVEY, 2007). Tais espécies sdo conhecidas por
produzirem moléculas com grande variedade em sua estrutura quimica e atividade
biolégica (CLAESON e BOHIN, 1997). A maioria dos produtos naturais possui
estruturas complexas e com tantos centros de assimetria que provavelmente nunca
ser& produzida comercialmente por sintese quimica (DEMAIN, 2000).

A descoberta de farmacos sempre confiou na riqueza da natureza para
encontrar novas moléculas que tratem antigas e novas doengas (ZHANG, LIXIN,
DEMAIN, 2006). Dessa forma, na descoberta de novos antibidticos, os produtos

naturais tém desempenhado um papel crucial (BUTLER e BUSS, 2006).



Ha muitos anos, os medicamentos de origem natural vém contribuindo para
diversas terapias, como o anti-inflamatério aspirina (1), o analgésico opidide morfina
(2), o cardiotbnico digitoxina (3), o antimalarico quinina (4), além da pilocarpina (5),
utilizada para tratamento de glaucoma (BUTLER, 2004) (Figura 1). A terapia
anticancer também teve como base produtos naturais derivados de plantas como
alcaltides da Vinca (6 e 7) e paclitaxel (8) (CALLERY, 2002) (Figura 1).

A grande abundancia dos ainda n&o descobertos compostos bioativos
naturais abastecer4 os farmacos futuros, bem como as novas aplicacdes na
agricultura e industria. Uma fonte muito estimulante e promissora sdo 0s micro-
organismos endofiticos que vivem nos tecidos das plantas (DEMAIN e DIJKHUIZEN,
2006).

A busca por compostos produzidos por micro-organismos tem uma historia
mais recente que a dos produtos derivados de planta. O tratamento das infec¢des
bacterianas foi revolucionado com descoberta da penicilina por Fleming, em 1928.
Esta descoberta levou pesquisadores a procurar intensivamente produtos bioativos
derivados de micro-organismos, e esta busca resultou em um grande namero de

farmacos com uma variedade de indicacdes terapéuticas (GALLO et al., 2008).
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Figura 1: Produtos naturais utilizados na terapéutica



1.2 Antimicrobianos e antitumorais derivados de micro-organismos

Quando comparados com fontes naturais, como plantas e animais, 0s micro-
organismos sdo fontes mais facilmente renovaveis e reprodutiveis de substancias
quimicas. Mais de 130 farmacos comerciais em uso corrente sdo de origem
microbiana. Além disso, 67 derivados de compostos microbianos estdo atualmente
em diferentes fases do desenvolvimento clinico nas areas de antibacterianos,
antifingicos, antiparasitarios, antivirais, anti-inflamatoérios, antineoplasicos,
neuroldgicos, cardiovasculares, doencas metabdlicas e imunologicas (LAM, 2007).

Dentre os farmacos de origem microbiana estdo o0s antibacterianos
penicilinas, cefalosporinas, &cido clavulanico, carbapeninas e monobactamas,
tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, lincosaminas, estreptograminas e
peptideos ciclicos; os utilizados na terapia anticancerigena, como bleomicinas,
actinomicina D, mitomicina C, antraciclinas e pentostatina; e os imunomoduladores
ciclosporina A, rapamicina, tacrolimus, ascomicina e acido micofendlico. Entretanto,
entre os mais interessantes produtos naturais microbianos ja descobertos estdo os
agentes redutores de colesterol derivados de fungos. Esses farmacos anti-
hiperlipidémicos, conhecidos como estatinas, estdo entre os mais vendidos no
mundo, e incluem mevastatina e lovastatina de origem natural, e analogos sintéticos,
como atorvastatina e sinvastatina (PUPO et al., 2006).

Um fato bem conhecido é que produtos naturais isolados de micro-
organismos foram e continuam sendo fonte da maior parte dos antibidticos
disponiveis no mercado. Muitos antibioticos descobertos até o inicio dos anos 1970
atingiram o mercado e suas estruturas quimicas foram mais tarde utilizadas como
molde para geragdo de outros antibidticos clinicamente uteis. Na verdade,

antibiéticos e produtos naturais sdo termos intimamente ligados (PELAEZ, 2006).



Em geral, os antibiéticos sdo produtos de fermentacdo produzidos durante a
fase estacionaria do crescimento dos micro-organismos. Sao definidos como
produtos naturais de baixo peso molecular (metabdlitos secundarios) produzidos por
certos micro-organismos e ativos contra outros em baixa concentragdo (ROBINSON,
SINGH, NIGAM, 2001).

Uma cultura de micro-organismos em crescimento conduz frequentemente a
producdo de metabdlitos secundarios que se destinam a protecdo do organismo
produtor contra formas de vida co-existentes ou predadores do meio. Nisso
fundamenta-se supor que 0s micro-organismos sao promissoras fontes de
antimicrobianos (SINGH e BARRET, 2006).

Antibidticos estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo inteiro,
porém sua eficacia clinica tem enfrentado sérias preocupacfes especialmente
devido ao aparecimento de bactérias resistentes (TAKAHASHI et al., 2008), como
por exemplo, a resisténcia exibida por Staphylococcus aureus a meticilina e a
vancomicina (ANTHONY et al., 2009).

Assim como em outras areas de descoberta de farmacos, ha duas fontes de
antibidticos: produtos naturais e compostos sintéticos. Antibiéticos provenientes de
fontes naturais variam de pequenas a grandes moléculas, geralmente possuem
complexas estruturas com grupos funcionais bem destacados, possibilitam 0 maximo
de interacGes moleculares com o alvo e muitas vezes atuam somente nos patdgenos
e ndo no hospedeiro. Por outro lado, antibidticos de origem sintética tém
desempenhado um papel menor como fontes de protétipos, podendo-se citar as
sulfonamidas (1), as quinolonas (2) e oxazolidinonas (3) (SINGH e BARRET, 2006).

Exemplos de antibidticos derivados de produtos naturais encontram-se nos (-



lactamicos (4), glicopeptideos (5) e daptomicina (6) (Figura 2) (TAKAHASHI et al
2008).
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Figura 2: Representagdo estrutural de antibidticos de origem sintética (a esquerda) e natural (a

Micro-organismos ainda néo testados quanto a sua atividade antibacteriana

sdo uma fonte promissora na producdo de moléculas inovadoras ou de modelos



para o desenvolvimento de novos antibiéticos. Procurar fontes originais de micro-
organismos € altamente aconselhavel, uma vez que antibidticos ja foram isolados
das mais diversas fontes de micro-organismos, tais como endofiticos de plantas de
habitat terrestres ou mesmo aqueles provenientes do meio marinho (TAKAHASHI et

al., 2008).

1.3 Fungos endofiticos

Endofiticos colonizam e vivem em tecidos saudaveis de plantas sem causar
sintomas por, ao menos, um periodo de seu ciclo de vida, podendo, apés periodo de
incubacéo ou de laténcia, causar doencas (SIKORA et al., 2008). A maioria, sendo
todas as plantas estudadas no seu ecossistema natural estdo infestadas por fungos
sem nenhuma manifestacdo patogénica (KOGEL, FRANKEN, HUCKELHOVEN,
2006).

Quando fungos endofiticos colonizam as raizes de seus hospedeiros, a
interacdo pode ser mutualista, auxiliando no crescimento do hospedeiro e
fornecendo nutrientes necessarios para a sobrevivéncia do micro-organismo.
Considera-se que o enddfito sintetiza metabdlitos para inibir plantas epifitas e
agentes patogénicos que competem pelo mesmo hospedeiro, mas também para
regular o metabolismo do hospedeiro (SCHULZ et al., 2002).

Desde o surgimento do termo “endofitico” supbe-se que o fungo pode tornar-
se parasita sob determinadas condi¢bes, visto que um fungo continuamente é
afetado por fatores abioticos e bioticos, dentro dos limites da plasticidade de seu
genotipo e fendtipo. Assim, a extensdo do periodo de laténcia do fungo pode variar.
Por exemplo, um fungo endofitico pode tornar-se parasita, patogénico ou sapréfito
devido a uma mutagcdo em um Uunico lécus do seu genoma, alteracbes na

composicdo das espécies da microflora foliar ou mudancas na planta hospedeira,



como consequéncia de alteracdes na disponibilidade de nutrientes do solo. Em
termos evolutivos, supde-se que fungos endofiticos evoluiram de parasitas ou de
agentes patogénicos através da extensdo nos periodos de laténcia e reducdo da
viruléncia (SIEBER, 2007).

A planta garante nutrientes, abrigo e transferéncia dos endofiticos a proxima
geracgao e, enquanto isso se torna mais vigorosa, resistente a seca, aos herbivoros,
aos parasitas e aos nematoides que possam ataca-la. Como consequéncia dessa
interacdo, os micro-organismos realizam interacdes metabdlicas que os possibilitam
produzir substancias comuns ao metabolismo de seu hospedeiro e que podem
possuir aplicacdes no exterior da planta hospedeira. Recentemente, além dos
metabolitos secundéarios, os endofiticos tém sido fonte de enzimas aplicadas em
processos biotecnoldgicos para a biotransformagcdo de moléculas e na alimentacao
do homem. A diversidade quimica das substancias produzidas por endofiticos é
notavel e inclui policetideos, derivados do chiquimato, terpenos, esterdides,
alcaldides e peptideos, geralmente dotados de atividade antimicrobiana e citotoxica
(tabela 1) (BORGES et al., 2009).

Durante a evolucdo dos fungos endofiticos no interior da planta hospedeira,
eles podem adquirir capacidade de producdo de algumas substancias tipicamente
produzidas pela planta. Tal fato pode ser explicado quando se observa a captacao
de parte do DNA do hospedeiro para o interior do genoma fangico. Como exemplo,
observa-se a producdo de paclitaxel (Taxol®) pelo fungo endofitico Taxomyces
andreanae cujo hospedeiro é a Taxus brevifolia, planta de onde originalmente foi
isolado o Taxol® (BORGES et al., 2009). No entanto, a fonte de Taxol® é um
problema frustrante devido a dificuldade e ao baixo rendimento obtido em sua

sintese. Atualmente, busca-se contornar tal problema procurando novas fontes



desse anticancerigeno, sendo que seria fascinante se os baixos rendimentos de
Taxol® pudessem ser supridos através de uma fermentacédo de endofiticos em larga

escala (TAN e ZOU, 2001).

Tabela 1. Exemplos de metebdlitos secundarios de fungos endofiticos incluidos em diversas classes
quimicas

Fungo Classe Metabalito Atividade
endofitico quimica secundério biolégica
Neotysprr)lodlum Alcaléide Chanoclavina Inseticida
Colletotrichum 3-oxoergosta-
S Esterbide 4,6,8(14), Antifangico
P 22-tetraeno
Taxomyces . . .
andreanae Terpeno Taxol®(paclitaxel) Anticancerigeno
. Derivados de . Herbicida, fungicida
Pezicula sp. isocumarina (R)-Mellein e algicida
Hormonema . . -
dematioides Quinona Rugulosina Inseticida
Cinic:g_fglzzols&éiga Flavonodide Tricina Toxico para larvas
b de mosquitos
ampla)
. . . . Anticancerigeno e
Acremonium sp. Peptideo Leucinostatina A antifingico
Phoma sp. Fenol Acido 2-Hidroxi-6- Antibacteriano
metilbenzoico
. Compostos . L Antimicrobiano e
Phyllosticta sp. clorados Criptosporiopsina algicida




Atualmente, a busca por novos metabdlitos fungicos estd concentrada
principalmente na andlise aleatoria de isolados. A selecdo deveria ser baseada em
um “screening” inteligente, através da investigacao de bidtopos dos quais os fungos
ndo tenham sido previamente isolados e onde ocorram interacbes metabdlicas
ambiente/micro-organismo. Fungos endofiticos sao fontes para “screening’
inteligente por atenderem a ambos os critérios, ja que crescem no interior de seus
vegetais hospedeiros onde estabelecem interacfes metabdlicas. Além disso, em
comparacao com fungos patégenos de plantas e fungos isolados do solo, os
endofiticos apresentam maior quantidade de metabdlitos secundéarios (SCHULZ et
al., 2002). Na figura 3 ilustram-se algumas substancias bioativas e inéditas isoladas
a partir de micro-organismos endofiticos (BORGES et al., 2009; GUNATILAKA,

2006; GUO et al., 2008).
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1.4 O género Drechslera

Espécies de Drechslera sdo taxonomicamente relacionadas a espécies de
Bipolaris, Exserohilum e Curvalia e ecologicamente semelhantes a Deuteromicetos,
importantes patégenos de plantas (PRATT, 2006).

O género Drechslera é capaz de produzir pigmentos amarelo-alaranjados.
Tais pigmentos possuem dois tipos de estrutura, antraquindnica e derivados de
xantona. O pigmento denominado ravenelina € um derivado de xantona (1,8-
diidroxixantona) e pode ser isolado de Drechslera ravenelii, Drechslera holmii,
Drechslera monoceras e Drechslera turcica. J& os pigmentos crisofanol e
helmintosporina possuem estrutura antraquindnica, isto €, possuem grupo metila no
sistema policiclico e formula molecular com ao menos 15 atomos de carbono (Figura

4) (EIJK e ROEYMANS, 1981).
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Figura 4: Pigmentos produzidos por Drechslera ravenelii

Drechslera sp. é utilizada na biorremediacdo da poluicdo por éleo cru no
Kuwaiti, devido a sua capacidade de crescer e degradar o hidrocarboneto em meios
com altas concentracbes de NaCl (10 %) e em altas temperaturas, condi¢cdes
estressantes encontradas no deserto do Kuwaiti (OBUEKWE et al., 2005).

Algumas espécies ja foram estudas e forneceram bons resultados, incluindo

Drechslera siccans que fornece herbicida natural para ervas daninhas (EVIDENTE et



al.,, 2005), Drechslera avenacea que produz bioerbicida para aveia selvagem
(HETHERINGTON et al.,, 2002) e Drechslera gigantea, de onde € extraido um
micoerbicida (EVIDENTE et al., 2006).

Estudos realizados por GALLO e colaboradores, revelaram que 12 % de 186
extratos obtidos do cultivo de 32 fungos endofiticos, isolados da planta Smallanthus
sonchifolius, apresentavam moderada ou alta atividade citotoxica contra células
tumorais e foram considerados promissoras fontes de compostos anticancerigenos.
Entre tais fungos, o Drechslera ravenelii (SS33), isolado como endofitico das folhas
de Smallanthus sonchifolius, chamou a atencao j4 que o extrato em acetato de etila
proveniente de seu cultivo por 20 dias foi capaz de inibir o crescimento celular de
trés linhagens tumorais testadas: inibicdo de 86,7 % em célon humano, 71,2 % em
melanoma humano e 84,5 % glioblastoma humano (GALLO et al., 2009). Tais
resultados constituiram base para realizacdo dos estudos com o fungo endofitico

Drechslera ravenelii aqui descritos.



2. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos do trabalho desenvolvido com o
fungo endofitico Drechslera ravenelii, conclui-se que:

- O cultivo por fermentacdo em substrato sélido apresentou fracdes com maior
rendimento em massa que as obtidas em meio fermentativo submerso (liquido).

- Foram empregadas duas técnicas na determinacdo da atividade
antimicrobiana: bioautografia e microdiluicdo em microplaca para determinacdo da
concentracgao inibitéria minima. No ensaio da bioautografia, as fracdes provenientes
do meio Czapek apresentaram a maior quantidade de substancias com potencial
antimicrobiano contra S. aureus e K. rizophila, pois a quantidade de Rfs,
correspondentes aos halos de inibicdo formados por essas fracdes foi superior ao
observado nas fragbes obtidas dos dois outros meios fermentativos (PDB e arroz-
aveia). No ensaio de microdiluicdo em microplaca, as fracdes mais ativas contra S.
aureus foram provenientes do meio soélido, enquanto contra K. rizophila, os trés
meios fermentativos forneceram fracdes bastante ativas.

As bactérias Gram — positivas (Kocuria rhizophila e Staphylococcus aureus)
foram sensiveis a maioria das fracfes testadas, nos dois ensaios. Por outro lado, as
bactérias Gram — negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
apresentaram resisténcia a todas as fracdes. Tal fato pode dever-se as
caracteristicas diferenciadas das bactérias Gram — negativas em relacdo as Gram -
positivas, envolvendo diferentes mecanismos de agdo antimicrobiana das amostras
analisadas.

- Para a avaliacéo da atividade citotoxica frente a células tumorais, as fracdes
foram submetidas ao teste do MTT. A andlise dos resultados mostra que o meio

fermentativo liquido Czapek produz as substancias mais indicadas para inibir as trés



linhagens celulares testadas, pois todas as fracbes apresentaram atividade
moderada ou muito alta, ndo aparecendo nenhuma fragdo sem atividade ou com
pouca atividade.

A fracdo mais ativa foi a diclorometanica proveniente do cultivo por 480 horas
em meio PDB, cuja inibi¢cdo celular atingiu 100 % contra as trés linhagens de células
tumorais, atividade observada pela primeira vez nos estudos aqui descritos.

A comparacao entre as atividades citotoxicas das fracbes e os resultados
demonstrados inicialmente por GALLO et al. (2009) aponta que a utilizacdo de pré-
fermentacdo, a adicdo de aveia e a extensdo do periodo de cultivo do meio
fermentativo sélido proporcionaram a producdo de substancias com atividade
citotoxica superior. Foi possivel observar também maior atividade citotdéxica na
fracdo em acetato de etila proveniente do meio Czapek cultivado por 480 horas que
a descrita por GALLO et al. (2009).

- Os perfis cromatograficos em CLAE revelaram que as fracBes obtidas dos
cultivos em meio fermentativo sélido ofereceram as melhores condicbes para
isolamento e obtencdo de metabdlitos secundarios. O perfil cromatogréafico das
fracbes obtidas do meio fermentativo Czapek tornou-se mais complexo com o
aumento do tempo de cultivo. Ja as fracGes provenientes do meio fermentativo PDB
tiveram seus perfis cromatograficos menos complexos com o aumento do tempo de
cultivo. Ap6s observacdo de todos os cromatogramas, nota-se que a mudanca de
meio fermentativo e de tempo de cultivo altera o perfil das substancias produzidas.

- Levando-se em conta que a fracdo diclorometanica mostrou-se promissora
no ensaio de atividade antimicrobiana e, como mencionado acima, o cultivo em meio
sélido apresentou rendimento bastante superior ao cultivo em meio liquido, optou-se

por desenvolver a ampliacdo de escala de cultivo utilizando a fermentagcdo em



substrato solido (arroz-aveia), através da estratégia de cultivo em batelada. Dessa
forma, foi possivel obter a fracdo diclorometédnica do meio sélido com perfil
cromatografico semelhante ao obtido quando do cultivo em pequena escala. Assim,
tal fracdo foi submetida aos procedimentos de isolamento das substancias
majoritarias.

- Para o isolamento das substancias majoritarias foram empregadas trés
técnicas cromatograficas: cromatografia liquida a vacuo (precedida por particdo
liquido-liquido), cromatografia em coluna classica e cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia na modalidade preparativa. A técnica de cromatografia liquida a vacuo
mostrou-se uma excelente opcdo como técnica inicial de fracionamento, sendo que
a amostra empregada passou previamente por particio com solventes de
polaridades crescentes, 0 que otimizou ainda mais o processo cromatografico. O
emprego das trés técnicas cromatograficas possibilitou o isolamento de duas
substancias: substancia 1 com rendimento de 11,5 mg e substancia 2 com
rendimento de 19,0 mg.

- A substéncia 1 encontra-se em fase de identificacdo estrutural. Ja a
substancia 2 foi identificada como terpestacina, um sesterpeno incomum isolado
pela primeira vez em 1993 e possuidor de conhecida atividade na inibicdo da
formacdo de sincicios causados pelo virus HIV em células T4 humanas.
Recentemente, a terpestacina, tem sido utilizada como antiangiogénica.

- A terpestacina mostrou discreta atividade no ensaio antimicrobiano (CIM) e
citotoxico. Os resultados modestos das atividades antimicrobiana e citotoxica da
terpestacina tornam-na mais promissora na inibicdo da formacdo de sincicios e
angiogénese, pois ndo se trata de uma substancia com atividade citotdxica

indiscriminada.
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