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RESUMO

Nos ultimos anos, o estudo quimico dos fungos endofiticos tem demostrado que
eles produzem uma variedade de novos metabdlitos secundarios. Além disso, enddéfitos
fangicos podem desenvolver a capacidade de produzir substancias similares as suas plantas
hospedeiras, tornando-se uma alternativa ecoldgica na busca por substancias bioativas.
Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar o potencial quimico e bioldgico
dos fungos endofiticos isolados de Deguelia duckeana quanto a producdo de substancias
bioativas. Para isso, folhas saudaveis de D. duckeana foram coletadas e desinfestadas. Apos
a incubacdo de fragmentos foliares em meio BDA solido, os fungos endofiticos foram
isolados e purificados. Para obtencdo de extratos brutos metandlicos do micélio, os fungos
endofiticos (14 cepas) foram cultivados em escala reduzida em meio Czapek acrescido de
0,2% extrato de levedura, a 30 °C, sob modo agitado por 20 dias. Os extratos metandlicos
foram submetidos aos métodos de cromatografia em camada delgada, ressonancia magnética
nuclear de *H (RMN de 'H) e avaliaco antibacteriana para selecdo de um fungo para cultivo
em escala ampliada. O fungo selecionado foi cultivado nas mesmas condicdes iniciais e teve
seus micélios extraidos com diclorometano e metanol. O extrato metandlico foi particionado
com acetato de etila originando as fases hidrometanolica e acetato de etila. Os extratos e
fases foram submetidos a métodos cromatograficos, RMN, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), ensaio antibacteriano e de toxicidade frente a Artemia
salina. Foram isolados 28 fungos endofiticos das folhas de D. duckeana, dos quais 14 fungos
foram selecionados para cultivo submerso. As andlises por cromatografia em camada
delgada dos extratos metanolicos fungicos revelaram indicios de substancias aromaticas,
alcaloides e terpenos. As analises por RMN de H confirmaram a presenca de tais classes
quimicas. A triagem quimica direcionou a selecdo para os fungos codificados como
BDDD14-G3, BDDD23-G5 ¢ BDDD25-G4, que foram identificados como Diaporthe sp.,
Colletotrichum sp. e Diaporthe oculi, respectivamente. O extrato metandlico de D. oculi
destacou-se no ensaio antibacteriano e foi o fungo selecionado para cultivo em escala
ampliada. O extrato diclorometano de D. oculi, foi submetido a fracionamentos
cromatograficos e levou ao isolamento do ergosterol e uma mistura de triacilglicerois. A
andlise por CG-EM dos triacilglicerdis identificou a presenca de 13 &cidos graxos, sendo o
acido palmitico (27,9%) e o acido estearico (16,5%) os é&cidos graxos metilados
predominantes na mistura. O extrato diclorometano e as fases hidrometanolica e acetato de
etila do extrato metanolico se mostraram ndo toxicos contra Artemia salina. O extrato
diclorometano inibiu 49,75% do crescimento de Escherichia coli. Esses resultados
contribuem para a caracterizacdo quimica e biologica da microbiota endofitica da espécie D.
duckeana. Além disso, este € o primeiro relato de estudo quimico para D. oculi. Estudos
futuros poderdo continuar a explorar o potencial biotecnolégico dos demais fungos de D.
duckeana, bem como identificar outras substancias presentes nos extratos de Diaporthe oculi
com possiveis potenciais biologicos.

Palavras-chave: Deguelia duckeana, Diaporthe oculi, fungos endofiticos, metabélitos

secundarios.



ABSTRACT

In recent years, the chemical study of endophytic fungi has shown that they
produce a variety of new secondary metabolites. Additionally, fungal endophytes can
develop the ability to produce substances similar to their host plants, becoming an ecological
alternative in the search for bioactive compounds. Therefore, the objective of this study was
to assess the chemical and biological potential of endophytic fungi isolated from Deguelia
duckeana in terms of bioactive substance production. Healthy leaves of D. duckeana were
collected and disinfested. After incubating leaf fragments on solid PDA medium, endophytic
fungi were isolated and purified. For obtaining methanolic mycelium crude extracts, the
endophytic fungi (14 strains) were cultivated on a reduced scale in Czapek medium
supplemented with 0.2% yeast extract at 30 °C, under shaking conditions for 20 days.
Methanolic extracts were subjected to thin-layer chromatography (TLC), H nuclear
magnetic resonance (*H-NMR), and antibacterial evaluation to select a fungus for large-scale
cultivation. The selected fungus was cultivated under the same initial conditions, and its
mycelia were extracted with dichloromethane and methanol. The methanolic extract was
partitioned with ethyl acetate, yielding the hydro-methanolic and ethyl acetate phases.
Extracts and phases underwent chromatographic methods, NMR, gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), antibacterial assay and toxicity assessment against Artemia salina.
28 endophytic fungi were isolated from D. duckeana leaves, of which 14 fungi were selected
for submerged cultivation. Thin-layer chromatography analyses of fungal methanolic
extracts revealed possible aromatic substances, alkaloids, and terpenes. *H-NMR analyses
confirmed the presence of such chemical classes. Chemical screening directed the selection
to the fungi encoded as BDDD14-G3, BDDD23-G5, and BDDD25-G4, identified as
Diaporthe sp., Colletotrichum sp., and Diaporthe oculi, respectively. The methanolic extract
of D. oculi stood out in the antibacterial assay and was the selected fungus for large-scale
cultivation. The dichloromethane extract of D. oculi underwent chromatographic
fractionation, leading to the isolation of ergosterol and a mixture of triglycerides. GC-MS
analysis of the triglycerides identified the presence of 13 fatty acids, with palmitic acid
(27.9%) and stearic acid (16.5%) being the predominant methylated fatty acids in the
mixture. The dichloromethane extract and the hydro-methanolic and ethyl acetate phases of
the methanolic extract showed no toxicity against Artemia salina. The dichloromethane
extract inhibited 49.75% of Escherichia coli growth. These results contribute to the chemical
and biological characterization of the endophytic microbiota of the species D. duckeana.
Additionally, this is the first report of a chemical study on D. oculi. Future studies may
continue to explore the biotechnological potential of other fungi from D. duckeana, as well
as identify other substances present in the extracts of Diaporthe oculi with potential
biological activities.

Keywords: Deguelia duckeana, Diaporthe oculi, endophytic fungi, secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Por séculos, as plantas tém sido utilizadas como matéria-prima na medicina,
agricultura, industria alimenticia, cosmética, entre outros fins. No entanto, a exploragéo
excessiva de espécies vegetais, pode resultar em sua extingdo. Como resultado, a busca por
alternativas ecoldgicas para a producéo de fitoquimicos valiosos tornou-se uma necessidade.
Nesse contexto, os endofitos associados as plantas estdo emergindo como uma fonte
altamente promissora de substancias bioativas (CAMPOS & ALBUQUERQUE, 2021;
SHARAF et al., 2021).

Os endofitos sdo microrganismos que habitam os tecidos internos das plantas e
estabelecem relagcBes ecoldgicas sem causar danos as suas hospedeiras. Esses
microrganismos também tém a capacidade de reproduzir o metabolismo da planta
hospedeira, bem como produzir, induzir e modificar as substancias quimicas dentro dos
tecidos vegetais ( LI et al., 2018; WU et al., 2020; NURHAIDA et al., 2023).

Entre os endofitos, os fungos endofiticos vém se destacando por produzirem uma
diversidade de metabdlitos secundéarios bioativos. Os endofitos fungicos sdo vantajosos
porque quando séo isolados in vitro e cultivados em condicdes adequadas, 0 nimero de
células fungicas e a producao de metabdlitos secundéarios sdo multiplicados muito além da
concentracdo normal encontrada nas plantas (GARYALI et al., 2014; TEIMOORI-
BOGHSAN et al., 2020).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos pertencem a
diferentes classes quimicas, tais como alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides e
substancias fenolicas. Essa diversidade quimica e funcional de produtos naturais exibe um
amplo espectro de propriedades farmacoldgicas, incluindo atividade anticancerigena,
antiviral, antibacteriana, antifungica, além de aplica¢bes na agricultura, inddstria e meio
ambiente (MWANGA et al., 2019; TANG et al., 2021; SHARMA et al., 2023).

Com base na riqueza da biodiversidade brasileira e em seu potencial econdmico,
bem como na crescente demanda por fontes diversificadas de substancias bioativas, o
presente estudo realizou a bioprospecgdo dos fungos endofiticos de Deguelia duckeana.
Dado que as atividades bioldgicas associadas a essa espécie vegetal e seus produtos
indicaram potencial antitumoral, antiangiogénico e antifungico, & possivel que seus
enddfitos sejam fontes promissoras desses produtos bioativos (LIMA et al., 2018; LEITE,
et al. 2021).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Verificar o potencial quimico e biologico dos fungos endofiticos isolados de

Deguelia duckeana quanto a producao de substancias bioativas.
2.2 Objetivos especificos

« Isolar fungos endofiticos de Deguelia duckeana;

« Avaliar a composicao quimica dos extratos dos fungos endofiticos de Deguelia
duckeana;

* Selecionar fungo produtor de substancias interessantes;

« Isolar, identificar ou elucidar as substancias quimicas do fungo selecionado;

« Avaliar as atividades antibacteriana e de toxicidade dos extratos e fases.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microrganismos endofiticos

O termo enddfito (endo = dentro; phyte = planta) foi usado pela primeira vez por
Anton de Bary (1866) e referia-se a qualquer microrganismo que habitasse o tecido interno
das plantas, diferindo dos epifiticos que se encontram na superficie. Alguns anos depois,
Carroll (1986) definiu enddfitos como organismos mutualisticos que colonizam partes aéreas
de tecidos vegetais vivos e ndo causam sintomas de doengas, excluindo fungos patogénicos
e micorrizicos (DUTTA et al., 2014).

Petrini (1991) propbs expandir a definicdo de Carroll para incluir todos os
organismos que habitam Orgdos vegetais e que, em algum estdgio de sua vida, podem
colonizar tecidos internos da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro. Dessa forma,
patogenos latentes, conhecidos por viverem assintomaticamente dentro dos tecidos do
hospedeiro, com uma fase epifita em seu ciclo de vida, também s&do endofitos (SHEN et al.,
2022).

Percebe-se que o conceito de endofito tem sido definido de muitas maneiras
(WILSON, 1995; HALLMANN et al., 1997; BACON & WHITE, 2000). A medida que o
uso do termo se tornou popular e 0 conhecimento sobre esses organismos aumentou,
surgiram confusdes e ambiguidades a esse respeito (GALINDO-SOLIS & FERNANDEZ,
2022). Visando agrupar os conceitos, Hyde e Soytong (2008) fizeram um compilado de
varias definicdes de endofiticos propostos por varios pesquisadores (RASHMI et al., 2019).
No entanto, embora existam muitas alternativas, a definicdo de Petrini (1991) € a mais
utilizada em estudos com endofitos (SUN & GUO, 2012; GOUDA et al., 2016).

Os principais microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias, sendo
encontrado ao menos um em quase todas as plantas estudadas até o momento (NAIR &
PADMAVATHY, 2014). Independente do ambiente em que a planta hospedeira cresca,
incluindo o Artico e a Antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas, manguezais
e florestas costeiras, os endofitos estdo presentes de forma ubiqua em seus tecidos internos.
Eles ja foram isolados de plantas herbéaceas, gramineas, arvores, arbustos, musgos,
samambaias e plantas aquaticas (CONRADO et al., 2022). Além disso, eles possuem um
grande potencial de colonizar folhas saudaveis, peciolos, caules, galhos, cascas, raizes,
frutos, flores e sementes (FOUDA et al., 2015).

11



Para recrutar endofitos, a planta hospedeira estabelece uma simbiose com a
grande variedade de microbios (POTSHANGBAM et al., 2022; TRIPATHI et al., 2022). De
acordo com registros fosseis, associacGes simbioticas entre planta e microrganismo
acontecem ha mais de 450 milhdes de anos (DELAUX & SCHORNACK, 2021). Dessa
forma, as relagdes dos enddfitos que vivem em plantas variam de mutualisticas, onde tanto
a planta quanto o microbio se beneficiam, a parasitas, onde o microbio recebe algum
beneficio da interacdo a custa do hospedeiro (YE et al., 2020; CHEN et al., 2022).

Na maioria das plantas, a colonizacdo de endofitos ocorre por aberturas naturais
ou artificiais, como estdmatos, lesbes causadas por implementos agricolas, ou pelo atrito
entre as raizes e o0 solo. Alguns endofitos colonizam o tecido vegetal através da secre¢do de
enzimas, enguanto outros possuem estruturas especializadas, como haustério e apressorio
(SOARES et al., 2017). A colonizacdo também pode ocorrer verticalmente para sementes
de progénie de plantas maternas pelas quais a prole € infectada. Para isso, € necessario que
as condicdes ambientais estejam adequadas (PANACCIONE et al., 2014).

Os enddfitos desempenham papéis significativos no aumento do crescimento das
plantas hospedeiras (YE et al., 2021). A exemplos temos, 0 aumento dos nutrientes
adquiridos pelas plantas, defesa das plantas contra patdgenos e insetos, melhoramento da
tolerdncia a estresse bidtico e abidtico, modulagdo do desenvolvimento ou até mesmo
supressdo do crescimento de plantas daninhas (WHITE et al., 2019; AHMAD et al., 2020;
CHEN et al., 2020; BILOUS et al., 2023). Em contrapartida, os endofitos sdo favorecidos
com nutrientes e abrigo dentro da planta hospedeira (SINGH & DUBEY, 2018). A
sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas sdo muitas vezes inseparaveis da participacdo
de tais enddfitos (SANTOYO et al., 2016).

3.2 Fungos endofiticos

Os fungos fazem parte do reino Fungi que engloba um grande numero de
organismos eucarioticos multicelulares e unicelulares (ATLI et al., 2022). Estimava-se que
existissem cerca de 1,5 milh&o de espécies de fungos no planeta Terra (PADHI et al., 2013).
No entanto, Hawksworth e Liicking (2017) propuseram, a partir de taxas de descoberta de
espécies, extrapolacGes de proporgdes fungo:planta e dados de sequéncia molecular de

amostras ambientais, que a estimativa atual é de 2,2 a 3,8 milhdes. Desse valor, cerca de
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150.000 espécies fungicas sdo descritas na literatura, o que implica dizer que 4 a 7% dos
fungos sdo conhecidos pelos seres humanos (LUCKING et al., 2021).

Nesse contexto, os fungos endofiticos representam um componente importante
e quantitativo da biodiversidade fungica, sendo conhecidos por influenciar a diversidade
vegetal (ATLI et al., 2022). Eles constituem uma comunidade microbiana altamente
diversificada e versatil que parece ser onipresente na natureza (WEN et al., 2022). A
caracteristica filamentosa da maioria dos fungos permite que esses organismos explorem e
controlem um determinado territorio (NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2020). E comum
que pesquisas envolvendo estudos com endofiticos encontrem conjuntos constituidos por
mais de 30 espécies de fungos por espécie de planta hospedeira (SHUBHA & SRINIVAS,
2017).

Os fungos endofiticos sdo compostos predominantemente por membros de
Ascomicetos e, ocasionalmente, por Basidiomicetos e Zigomicetos (GAKUUBI et al.,
2021). Os géneros mais comuns isolados sdo Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Colletotrichum, Aspergillus e Xylaria. Dentre os diferentes substratos, os endéfitos foliares
foram mais amplamente estudados em compara¢do com outras partes da planta hospedeira.
E a maioria dos estudos sobre endofitos foi realizada em paises asiaticos como China e India,
paises europeus como Alemanha, Espanha e Reino Unido. Além disso, importantes
contribuicdes de pesquisas sdo oriundas do Brasil e dos Estados Unidos (RASHMI et al.,
2019).

Como os fungos endofiticos sdo um grupo taxonomicamente diversificado, sua
classificacdo pode ser bastante desafiadora. Varios sistemas foram propostos para classificar
endofitos fangicos com base em um ou mais aspectos de sua biologia (BAMISILE et al.,
2018). O esquema de classificacdo mais antigo é o que divide os fungos endofiticos em
clavicipitaceos e nao clavicipitaceos. Este esquema esta baseado nas estratégias de filogenia,
funcdes ecoldgicas e historia de vida (GAKUUBI et al., 2021).

Os enddfitos clavicipitaceos, também conhecidos como endofitos de gramineas
ou endofitos de classe 1, consistem principalmente de membros pertencentes a
familia Clavicipitaceae. Esse grupo é composto por 27 géneros conhecidos, que incluem
tanto vida livre quanto a colecéo diversificada de espécies simbioticas. Por outro lado, 0s

ndo clavicipitaceos sdo um grupo polifilético e diversificado cujos membros ndo sdo bem

13



definidos taxonomicamente. A maioria dos seus membros pertence ao sub-reino Dikarya
(Ascomycota ou Basidiomycota) (GAKUUBI et al., 2021).

Os néo clavicipitaceos estdo divididos em classes 2, 3 e 4. A classe 2 apresenta
baixa diversidade, mas possui ampla capacidade de colonizagédo, podendo ocupar tecidos
tanto acima quanto abaixo do solo, incluindo parte aérea, raizes e rizomas. A classe 3
apresenta alta diversidade em uma determinada planta hospedeira e, assim como a classe 4,
consegue colonizar apenas tecidos acima do solo na parte aérea e na raiz. A classe 4 também
possui ampla capacidade de colonizagédo, embora sua diversidade ndo seja muito conhecida
na atualidade (CARUSO et al., 2022).

Além desse tipo de classificacdo, muitos autores sugerem a necessidade de
subdividir ainda mais esses endéfitos fungicos em subclasses, utilizando critérios diversos,
tais como: a faixa do hospedeiro, 0 modo de reproducéo, a parte da planta colonizada, o
modo de transmissédo, a fonte de nutricdo e a capacidade de expressar sintomas na planta
hospedeira (SEGARAN & SATHIAVELU, 2019).

A primeira cepa endofitica foi isolada em 1898 a partir das sementes de azevém
(Lolium temulentum), por Vogl et al. (WEN et al., 2022). Embora essa descoberta tenha sido
interessante, ndo despertou muita atencdo até o isolamento do fungo endofitico feito por
Stierle e Strobel em 1993. O fungo endofitico Taxomyces andreanae, tinha capacidade de
produzir taxol (figura 1), uma substancia quimica altamente valorizada com propriedades
anticancerigenas, produzida pela hospedeira do fungo (STIERLE & STROBEL, 1993;
HEINIG et al., 2013; ZHANG et al., 2022). Essa descoberta impulsionou estudos sobre 0s
fungos endofiticos, mudando o foco das fontes de metabdlitos bioativos de plantas para os
de fungos endofiticos, devido sua peculiaridade, diversidade e potencial bioldgico (HEINIG
etal., 2013; GUPTA et al., 2020).

Figura 1. Estrutura do taxol.
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3.3 Metabdlitos secundarios de fungos endofiticos

Os metabolitos secundérios, conhecidos também como substéncias bioativas,
metabolitos especializados, produtos secundarios, constituintes fitoquimicos, produtos
naturais, entre outros, sdo substancias organicas produzidas principalmente por plantas,
fungos e bactérias (MIKAIL et al., 2022). Essas substancias possuem baixo peso molecular
e se referem a vias e produtos do metabolismo ndo essenciais para a vida dos seres vivos
(YANG et al., 2018). Desse modo, se diferem dos metabdlitos primarios, pelo momento da
biossintese e dispensabilidade para o crescimento e desenvolvimento do seu produtor (ERB
& KLIEBENSTEIN, 2020; PFANNENSTIEL & KELLER, 2019).

Os fungos produzem uma rica fonte de metabdlitos secundéarios, que
representam um espaco quimico valioso e diversificado de produtos naturais (VIVEK-
ANANTH et al., 2021). Embora produzidos em concentra¢cdes muito baixas, os metabdlitos
secundarios podem conferir importantes vantagens seletivas aos fungos (NARANJO-ORTIZ
& GABALDON, 2020). Eles sdo utilizados para se comunicar quimicamente com
predadores e competidores, para defender o habitat ou para inibir o crescimento de
concorrentes, sendo fundamentais para adaptacdo e/ou sobrevivéncia dos fungos em um
determinado ambiente (COMBES et al., 2012; CHAGAS, et al., 2013; CONRADO et al.,
2022).

Nos estudos mais recentes, os fungos endofiticos tém se destacado por produzir
inimeros metabdlitos secundarios bioativos entre as espécies fungicas. Tal descoberta tem
suscitado crescente interesse por parte de quimicos de produtos naturais e bidlogos, que
investigam as estruturas quimicas produzidas por esses fungos isolados de diversas espécies
de plantas (NISA et al., 2015; GUPTA et al., 2023).

De acordo com Ortega e colaboradores (2021), houve um aumento no ndmero
de patentes relacionadas ao uso de endofitos para fins bioldgicos, agricolas, fitorremediagédo
e para a producdo de produtos naturais ativos com aplicacdes biomédicas. Dados estatisticos
coletados por Liu e colaboradores (2018) entre 2013 e 2017 mostraram que 31,6% das 167
moléculas com novos esqueletos e bioatividades eram produtos de fungos endofiticos.

Muitas dessas substancias possuem novos esqueletos com atividades citotdxicas,
antibacterianas, antifingicas, antivirais, anti-inflamatdrias, antitumorais, antimalaricas,
dentre outras (ATEBA et al., 2018; UKWATTA et al., 2020). Tais esqueletos pertencem a

diferentes classes quimicas, que incluem alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides e
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substancias fendlicas (WEN et al., 2022). Alguns exemplos de metabdlitos bioativos de

fungos endofiticos foram reunidos na tabela abaixo.

Tabela 1. Exemplos de metabdlitos secundarios bioativos de fungos endofiticos.

Substancia

Propriedades
bioldgicas

Cepa fungica
(Planta
hospedeira)

Referéncia

9-metoxicamptotecina (9-MCPT)

Antitumoral

Botryosphaeria
dothidea
(Camptotheca
acuminata)

(DING et al., 2013)

<Zj©\/%(©

Piperina

Antimicrobiana,
antidepressiva,
anti-inflamatoria
e anticancer

Colletotrichum
gloeosporioides
(Piper nigrum)

(CHITHRA et al.,
2014)

OH
o I

HO
(L
OH

Atividades
anticancerigenas,
antioxidantes e

Mucor fragilis
(Sinopodophyllum

(HUANG et al., 2014)

anti-inflamatorias hexandrum)
OH O
Kaempferol
OH O
| _ _ .
HO 0~ “CHj Anticancer, Fusarium solani (KUMARA et al
OH citotoxico e (Dysoxylum 2014) K
inibidor de CDK binectariferum)
N
CH,4
Rohitukina
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periciumoranics PARTHASARATHY

Antidiabético & SATHIYABAMA,
(Gymnema sylvestre)
2014)
Antibacteriana, Fusarium
anti-helmintica e proliferatum (WANG et al., 2014)

anti-inflamatéria ~ (Macleaya cordata)

O
HO
O - -
@) /o) Q:é\t/éi?g:: Phomopsis sp. A123
antioxidanteé e (Kandelia (ZHANG et al., 2014)
(0] antifungicas. candel (L))
(@]
Phomopsidona A
OH O OH

HCO © Citot6xica Pho(ggfiz'i ;’:ﬁg)da“ (YUAN et al., 2015)

OH

1,8-di-hidroxi-4-(2-hidroxietil) -3-
metoxixantona

OH

o]
OH
CH30!
OH ¢ 0
oHHO )

o} O

Aspergillus flavus (EL-HAWARY et al.,
(Solanum nigrum) 2016)

Anticancerigena

CHioH
OH

Solamargina
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Cardiovascular e
cerebrovascular

Phoma glomerata
(Salvia miltiorrhiza)

(LIetal., 2016)

Diaporthe miriciae

(FERREIRA et al.,

Antimalérica (Vellozia gigantea) p01)
Epoxicitocalasina H
HOH
,6 Anti- Trichothecium

fitopatogénica

crotocinigenum
(Solanum tuberosum)

(YANG et al., 2018)

Antiflngica,
antibacteriana

Emericella sp. XL
029
(Panax notoginseng)

(PANG et al., 2018)

Diaporona A

Antibacteriano

Diaporthe sp.
(Pteroceltis
tatarinowi)

(GUO et al., 2020)
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Penicillium
o chermesinum
Antibacteriano EN-480 (HU et al., 2020)
S (Pterocladiella
Chermesiterpendide B tenuis)
O OH
| Daldinia )
Fitotoxica eschscholtzii (FLORES-RESENDI
HC™ O (Gliricidia sepium) etal., 2021)
OCH;4
5-hidroxi-8-metoxi-2-metil-
4H-cromo-4-ona
Citotdxica e N. betae
fitotoxica (Suaeda glauca (L1U et al., 2023)
(Bunge))

Betaenona A

3.4 Resisténcia antibacteriana e a necessidade de novos agentes antimicrobianos

As bactérias sdo microrganismos altamente adaptaveis ao longo do tempo, com
0 objetivo principal de se replicar, sobreviver e se disseminar. Para alcangcar uma propagacao
rapida e eficiente, elas podem se ajustar as condi¢fes ambientais e evoluir de maneiras que
garantam sua existéncia continua. Quando algo, como um antibidtico, impede o crescimento
das bactérias, elas tem a capacidade de desenvolver resisténcias ao medicamento, permitindo
sua sobrevivéncia (LIEBERMAN et al., 2014; UDDIN et al., 2021).

A resisténcia das bactérias aos antibidticos pode ser classificada em dois tipos:
resisténcia intrinseca ou inata e resisténcia adquirida. A primeira € composta por alguns
géneros (ou) espécies bacterianas especificas que possuem  caracteristicas
estruturais/funcionais Unicas que proporcionam resisténcia a determinados antibioticos. Os
mecanismos bacterianos mais comuns envolvidos na resisténcia intrinseca séo a reducédo da
permeabilidade da membrana externa (mais especificamente o lipopolissacarideo, em
bactérias Gram-negativas) e a atividade natural das bombas de efluxo (KHAMENEH et al.,
2016; ABUSHAHEEN et al. 2020).
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A resisténcia adquirida, por sua vez, decorre da aquisicdo de genes de resisténcia
pelas bactérias, da mutacdo do DNA cromossdmico e da combinacdo desses dois
mecanismos. A obtencdo de genes pode ocorrer por meio das principais vias pelas quais as
bactérias adquirem material genético, tais como transformacao, transposi¢édo e conjugacao.
Mutacdes cromossdémicas sdo eventos raros em bactérias e resultam de erros durante a
replicacdo cromossémica ou de reparos inadequados do DNA danificado (KHAMENEH et
al., 2016; REYGAERT, 2018).

A resisténcia antibacteriana, juntamente com a escassez de novos medicamentos
antimicrobianos, é um sinal alarmante para a saide humana, animal e ambiental em todo o
mundo. Uma lista de prioridades para bactérias resistentes a antibi6ticos foi criada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para orientar a pesquisa e 0 desenvolvimento de
novos antibidticos. Organismos criticos prioritarios incluem Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae, que sao resistentes aos carbapenémicos. O
grupo de alta prioridade inclui Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Campylobacter, Salmonella spp. e Neisseria gonorrhoeae, enquanto Streptococcus
pneumoniae, Haemophilius influenzae e Shigella spp. fazem parte do grupo de prioridade
mediana (PAPHITOU, 2013; OMS, 2017; ASOKAN et al., 2019).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, se medidas ndo forem
tomadas para conter a multirresisténcia bacteriana, até 2050, doengas resistentes a
medicamentos poderdo causar até 10 milhGes de mortes anualmente. Isso tem um impacto
social e financeiro significativo, além do aumento de taxas de mortalidade associadas a
bactérias multirresistentes, ha também despesas com saude e perda de produtividade.
(PAPHITOU, 2013; OLIVEIRA, 2019; OMS, 2019).

Nesse contexto, a busca por novos agentes antibacterianos a partir de produtos
naturais tem se mostrado uma abordagem promissora para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Os endofitos fangicos, por sua vez, tém sido relatados como excelentes
fontes de metabolitos secundarios estruturalmente novos e bioativos. Estes metabdlitos
bioativos podem ser excelentes pontos de partida para a criacdo de novos antibidticos no
combate a cepas resistentes (MBEKOU et al., 2021). Diante disso, a tabela 2 apresenta
alguns metabolitos bioativos produzidos por fungos endofiticos com propriedades

antibacterianas.
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Tabela 2. Exemplos de metabdlitos de fungos endofiticos com propriedades antibacterianas.

Fungo

Propriedade

Substancia 2. . i Referéncia
endofitico antibacteriana
? Saphylococcus
~ A Diaporthe Py (SEBASTIANES
HO OH aureus e
) phaseolorum saphvlococcus tvohi etal., 2012)
Acido 3-Hydroxipropionico phy yp
O
HO
Staphylococcus
| Penicillium sp. aureus e (JOUDAetal,
HO o) A 2014)
Escherichia coli
COOH
Penialidina A
O OH
Z
i . . HUSSAIN et al.
Fusarium sp. Bacillus megaterium ( ’
Me OH P g 2015)
Cl
4 5-diidroascoclorina
Escherichia coli e P.
. . (WANG et al.,
Colletotrichum sp. aeruginosa 2016)
Vibrio
Phomopsis parahaemolyticus
longicolla e Vibrio (LIetal., 2017)
anguillarum
Penicillium sp. Staphylococcus
Foo P pazreus (MA et al, 2017)

OH

Viridicatol
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6-(2'S-hidroxi-1"-heptil) -4 -
hidroxi-3-metil-2H-piran-2-ona

Penicillium
ochrochloronthe

E. aerogenes, E.
coli, P. aeruginosa;
S. entérica e S. typhi

(ZHAO et al.,
2018)

HO
OMe
o Phomop_srls Staphylococcus (Ll et al., 2018)
HO 0 fukushii aureus
-(4-(3-metoxi-5-metilfenoxi) -2-
metoxi-6-metilfenil) -3-metilbut-3-
en-2-ona.
HO.__O o
B. subtilis, S.
o hemolyticus,
Rhizopycnis A. tumefaciens, (WANG et al.,
A OH vagum Nitaf22 P. lachrymans, 2018)
i R. solanacearum
~

Acido rizopicnis A

e X. vesicatoria

o
O

OH

OH

2'-desoxirribolactona

Curvularia. sp.

Escherichia coli,
Micrococcus luteus,
Pseudomonas
agarici e
Staphylococcus
warneri

(KAANICHE et al.,
2019)

Tricocadinina D

Trichoderma
virens

E. coli, A. hidrofilia,
M. luteus, P.
aeruginosa, V.
harveyi e V.
parahemolyticus

(SHI et al., 2019)

B-hidroxi CAF-603

Artemisia argyi

Micrococcus luteus

(SHI et al., 2021)
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(@] OH
_ Chaetomium Bsat(;nl#slsubtllls € (ESHBOEV et al.,
elatum PRylococeUs 2023)
0 aureus
/
Acido penicilico
O .
OH Micrococcus luteus,
| Colletotrich P.aeruginosa,  (NURUNNABI et
HO glgegsgorrlicoité?s Staphylococcus al, 2018; YE et al.,
o saprophyticus, 2023)
Aeromonas sobria
Acido kojico

3.5. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina Leach

Artemia salina Leach é um microcrustaceo adaptado a condicdes hipersalinas
que tem a capacidade de mudar seu modo reprodutivo, produzindo cistos quando as
condigdes ambientais se tornam desfavoraveis. Os cistos sdo embrides de gastrula altamente
resistente com capacidade de tolerar altos niveis de radiacdo UV, andxia prolongada,
temperaturas extremas e ciclos repetidos de hidratacdo e desidratacdo severa. Os cistos séo
colhidos comercialmente e podem ser armazenados por anos em bancos de cistos de
laboratério para bioensaios de toxicidade (GAJARDO & BEARDMORE, 2012;
LENORMAND et. al, 2018).

Os bioensaios de toxicidade sdo elaborados com o propdsito de avaliar ou prever
os efeitos toxicos em sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias.
Eles envolvem a exposicdo de extratos microbiano, animal, vegetal ou mineral, no
crescimento ou sobrevivéncia de um determinado organismo. Dentro desse contexto, a
Artemia salina, ¢ um modelo animal amplamente empregado na triagem de toxicidade
devido a rapidez, baixo custo, eficiéncia e a necessidade de uma quantidade minima de
amostra. Além disso, esse ensaio ndo requer soro animal e, portanto, evita 0 uso
desnecessario de animais em experimentos cientificos (RAJABI et al., 2015; ATAYDE,
2017; JIMOH et al., 2020; OKUMU et al., 2021).

3.6 O género Diaporthe
O género Diaporthe foi estabelecido por Nitschke em 1870 e pertence a familia

Diaporthaceae. Trata-se de um género altamente complexo, caracterizado por seu
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pleomorfismo. Sendo a forma telemérfica, Diaporthe, tem se destacado principalmente por
suas filogenias moleculares (MANAWASINGHE et al., 2019). A partir do estabelecimento
de critérios de identificacdo, baseados na associacdo de hospedeiros, morfologia e
caracteristicas de cultura, ocorreu um consideravel aumento no ndmero de espécies
de Diaporthe. Atualmente, sdo relatados mais de 1.100 epitetos para Diaporthe e 986 para
Phomopsis, sua forma assexuada (DISSANAYAKE et al., 2020).

As espécies de Diaporthe apresentam ampla distribuicdo global e diversos
modos de nutricdo, estabelecendo associacfes hospedeiras com arvores, vegetais, frutas e
plantas ornamentais (LUO et al., 2022; WANG et al., 2022). Elas exibem uma variedade de
comportamentos, podendo atuar como patdgenos, enddfitos e saprobios em diversos
hospedeiros, incluindo humanos e outros mamiferos. Quando se manifestam como
patdgenos vegetais, as espécies de Diaporthe podem causar diversos sintomas, como
manchas foliares, pragas, morte, crosta, decomposicao, podridao da extremidade do caule,
tronco, ou mesmo doencgas de murcha (UDDIN et al., 2013).

Ademais, Diaporthe (incluindo seu estado Phomopsis) é um dos géneros de
fungos endofiticos mais frequentemente encontrados em plantas. Segundo Chaisiri e
colaboradores (2021), uma Unica espécie de Diaporthe pode estar associada a diferentes
hospedeiros, enquanto um unico hospedeiro pode ser infectado por véarias espécies
de Diaporthe. Alem disso, existe consideravel variabilidade nos caracteres genotipicos
dentro de uma espécie, isso faz com que o género seja considerado uma fonte potencial de
metabolitos que podem ser utilizados numa variedade de aplica¢6es farmacoldgicas (SONG
etal., 2019; YANG et al., 2018).

Como exemplos de metabdlitos bioativos de espécies do género Diaporthe,
podem ser mencionadas as diaporteonas A e B, isoladas de Diaporthe sp. P133, um fungo
endofitico de Pandanus amaryllifolius. Essas substancias demostraram capacidade de inibir
0 crescimento da cepa Mycobacterium tuberculosis H37RV, com concentracdo inibitéria
minima (CIM) de 100,9 uM para diaporteonas A e uma CIM significativamente menor de
3,5 uM para a diaporteona B (BUNGIHAN et al., 2011). Ja a linhagem endofitica Diaporthe
CY-5286, isolada de plantas de manguezal chinés, produziu dicerandrol D que apresentou
atividade antimalarica nanomolar e baixa citotoxicidade (CALCUL et al, 2013).

Uma cepa de Diaporthe helianthi isolada de Luehea divaricata produziu o

metabolito tirosol, um composto fendlico bem conhecido com propriedades antioxidantes e
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antimicrobiana (SPECIAN et al., 2012). Em Diaporthe terebinthifolii, foi relatado a
presenca de xilarolida, substancia que possui atividade citotdxica contra a linhagem celular
de cancer de mama, além de atividade antifingica moderada contra C. albicans
(YEDUKONDALU et al., 2016). Ja em Diaporthe sp. AC1, enddfito fungico associado a
Artemisia argyi, foram isolados 8 metabdlitos incluindo um novo, o phomopsolida G, que
apresentou atividades antifingicas, antibacterianas e citotoxicas (GU et al., 2022).

Investigacdes quimicas de Diaporthe pseudomangiferaea, isolado de folhas de
Tylophora ouata, levou ao isolamento de 18 metabdlitos. Dentre estes, 6 inibiram a ativacdo
de células MRC-5 de fibroblastos pulmonares humanos, com destaque para a substancia
dotiorrelona L, que possuiu atividades mais fortes (LIU et al., 2018). Em Diaporthe arecae,
um fungo endofitico associado ao mangue Kandelia obovate, foram isolados 23
dicetopiperazinas e um indolglicerol, designado como arecina. A cordisinina A, dentre as
dicetopiperazinas, exibiu atividade antiangiogénica promissora em células progenitoras
endoteliais humanas (CHANG et al., 2019).

Chen e colaboradores (2015), investigaram o0s constituintes quimicos de
Diaporthe sp., um fungo endofitico associado as folhas de Rhizophora stylosa, que levou ao
isolamento de 10 novos sesquiterpenoides, dos quais, o diaporol R apresentou citotoxicidade
moderada contra a linhagem celular SW480 com Clso no valor de 8,72 + 1,32 uM. Em
estudos de extratos brutos de Diaporthe vochysiae foi relatado consideravel atividade
antibacteriana, principalmente contra bactérias Gram-negativas. A avaliacdo quimica desta
espécie levou ao isolamento de voquisiamida B, que inibiu o crescimento de Klebsiella
pneumoniae, com CIM de 80 pg/mL (NORILER et al., 2019). A figura 2 ilustra as estruturas

quimicas das substancias.

Figura 2. Estruturas quimicas isoladas de espécies do género Diaporthe.
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3.7 A hospedeira Deguelia duckeana

O género Deguelia é composto por cerca de 21 especies neotropicais distribuidas
desde o Brasil até a Costa Rica e Nicaragua, sendo um dos aproximadamente 650 géneros
pertencentes a familia Fabaceae (FLORA DO BRASIL, 2022). No Brasil, sdo relatadas
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pouco mais de 15 espécies endémicas, sendo que a maior diversidade de espécies do género
é encontrada na Floresta Amazonica, no Cerrado e na Mata Atlantica (LIMA et al., 2017).

Entre as espécies do género Deguelia, a Deguelia duckeana (figura 3),
identificada pela Dra. Ana Maria Goulart de Azevedo Tozzi, é uma liana conhecida
popularmente por sua caracteristica ictiotoxica. Comumente chamada de timb6 ou cip6-
cururu, sua distribuicdo ocorre predominantemente na regido norte do Brasil, com presenca
confirmada nos estados Amazonas, Pard e Rondonia (LIMA et al., 2013; CAMARGO &
TOZZI, 2014).

Figura 3. Espécie hospedeira Deguelia duckeana mantida no viveiro do LABB-INPA.

Quanto a composigdo quimica de D. duckeana, esta é caracterizada pela alta
presenca de flavonoides, o que é comum no género Deguelia. Estudos fitoquimicos dessa
espécie identificaram chalconas, estilbenos, lignanas e esterdides, os quais podem ser
visualizados na figura 4 (CURSINO et al., 2016; LIMA et al., 2013; LIMA et al., 2018).

Figura 4. Substancias isoladas de Deguelia duckeana.
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Quanto as investigacdes bioldgicas, Lima e colaboradores (2013) relataram que
os extratos brutos de folhas, galhos e raizes da Deguelia duckeana apresentaram alto
potencial citotdxico contra o microcrustaceo Artemia salina, sendo 100% letais até mesmo
na concentracdo de 5,0 mg/mL. Também foi relatado neste estudo, que apenas o extrato
hexanico dos caules mostrou atividade moderada contra S. aureus e todos 0s extratos
apresentaram baixo potencial antioxidante. Outro estudo relatou a atividade
antimicobacteriana frente a cepa Mycobacterium tuberculosis em concentracdo minima de
100 pg/mL (CARRION et al., 2013).

Ja Cursino e colaboradores (2016), relataram que a chalcona 4-
hidroxilonchocarpina e a flavanona 4'-hidroxiisolonchocarpina, isoladas das raizes da D.
duckeana, demostraram grande potencial anticancer ao induzirem a morte celular em células
neuronais SK-N-SH usando o ensaio de LDH. Esses efeitos citotxicos podem explicar as
mortes relatadas em peixes. Por outro lado, a flavonona 3',4'-metilenodioxi-7-metoxiflavona
reduziu o metabolismo celular no ensaio MTT sem induzir citotoxicidade. Além disso, esse
foi o primeiro estudo a demonstrar flavonoides afetando a fosforilagdo de eEF2, AMPK e
elF4E.

A literatura também relata atividade antifingica do extrato diclorometanico da
raiz, que apresentou concentracao inibitoria minima de 800 pg/mL Também é relatado o
isolamento de 104 fungo Também ¢é relatado o isolamento de 104 fungo Também é relatado
o0 isolamento de 104 fungo contra o fungo Cryptococcus gattii. A 4-hidroxiloncocarpina,
isolada desse extrato, foi ativa contra os fungos C. neoformans, C. gattii e C. albicans (LIMA
et al., 2018). Os extratos hexanicos, principalmente das raizes, apresentaram atividades

antiangiogénicas consideraveis. O 3,5,4’-trimetoxiestiloeno e a 4-metoxilonchocarpina,

29



substancias fendlicas isoladas do extrato hexanico das raizes, apresentaram tal potencial
antiangiogénico (LEITE et al., 2021).

Nesse sentido, considerando o histérico fitoquimico e as atividades bioldgicas
reportadas as substancias isoladas da planta D. duckeana, a execucdo desta pesquisa é
justificada, pela exploracdo biotecnoldgica de fungos endofiticos associados a referida
espécie vegetal. Na pretensdo de averiguar se os fungos produzem as mesmas substancias
quimicas que a planta hospedeira, visando o aumento de producdo dessas moléculas, ou se
sintetizam outras moléculas com potencial biotecnologico. Além do mais, este estudo €
pioneiro para especie vegetal em questdo e complementa conhecimentos sobre os

microrganismos endofiticos da Amazonia.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

Foram coletadas folhas saudaveis e de boa qualidade fitossanitaria da espécie
Deguelia duckeana (Figura 5) no viveiro do Laborat6rio de Bioprospecc¢éo e Biotecnologia-
LABB, localizado no INPA - Campus |, com nimero de registro de exsicata 278426, o qual
se encontra depositado no herbario do INPA. O estudo foi registrado no Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN/MMA) sob o numero: A5B34C1. Em seguida, o material vegetal foi levado para
0 LABB para ser processado.

Figura 5. Folhas de Deguelia duckeana utilizadas nesse trabalho.
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4.2 Desinfeccdo do material vegetal e isolamento de fungos endofiticos

Antes do procedimento de desinfeccdo das folhas, preparou-se meio de cultura
solido batata dextrose agar (BDA), o qual foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
minutos e adicionado em placas de Petri estéreis. Estas foram armazenadas em incubadora
BOD a 30 °C, com observagdo de 24 h. Outros materiais (agua destilada, béqueres, cabos de
bisturi, pingas, ponteiras de pipeta automatica etc.) também foram esterilizados em autoclave
a 121 °C por 35 minutos.

A desinfeccdo do material vegetal foi realizada para a retirada dos
microrganismos epifiticos. Quatro folhas saudaveis foram lavadas em agua corrente com
detergente liquido neutro. Em seguida, na cdmara de fluxo laminar, as folhas foram imersas
sequencialmente em béqueres contendo agentes desinfetantes na seguinte ordem: imersao
em alcool 70% (1 minuto), hipoclorito 2,5% (4 minutos), alcool 70% (1 minuto), e, por fim
as folhas foram lavadas 3 vezes em &gua destilada estéril. Foi realizado o controle da Gltima
agua da lavagem a fim de verificar a eficiéncia do método de desinfestacdo em relacéo a
eliminacdo da microbiota epifitica. Para isso, foram retirados 500 pL da &gua e inoculados
em trés placas contendo meio solido BDA.

Posterior a desinfeccéo, as folhas foram cortadas com auxilio de bisturi e pinga
em pequenos fragmentos que foram inoculados em placas de Petri contendo meio sélido
BDA suplementado com oxitetraciclina 125 pug/mL. Foram adicionados cinco fragmentos
por placa, e as placas foram incubadas a 30 °C por 10 dias em incubadora BOD. Durante
esse periodo, foi acompanhado o surgimento das cepas fangicas para fora do tecido vegetal,
as mesmas foram transferidas para novas placas de Petri com meio BDA.

A taxa de colonizagéo (TC) foi calculada conforme (AZEVEDO, 1998):

Te (%) = Numero total de isolados > 1 100
€)= Numero total de fragmentos x

4.3 Purificacdo e conservacdo dos fungos endofiticos isolados de Deguelia duckeana
Apbs os isolamentos dos endofitos de D. duckeana, as coldnias fangicas foram
repicadas para novos meios de cultura (BDA) a fim de realizar a purificagéo para posterior

conservacao.

31



Os isolados foram conservados através da criopreservagdo, no qual seis
fragmentos de meio com o crescimento fangico foram transferidos para uma solugdo

contendo caldo nutriente e glicerol a 20% v/v, e mantidos em ultrafreezer a —80 °C.

4.4 Avaliacéo preliminar dos fungos endofiticos isolados de Deguelia duckeana para a
producdo de metabdlitos
4.4.1 Cultivo dos fungos endofiticos em pequena escala

Dos fungos endofiticos isolados, realizou-se uma selecdo para o cultivo
submerso. Os fungos selecionados foram repicados em placa de Petri com meio BDA e apés
8 dias de crescimento, foram submetidos ao cultivo submerso. O cultivo submerso foi
realizado com meio liquido Czapek acrescido de 0,2% de extrato de levedura. Para cada
fungo, utilizou-se Erlenmeyer de 500 mL, contendo 250 mL de meio de cultura. Os
Erlenmeyers foram acondicionados em incubadora de bancada a 30 °C com agitacao orbital,
a 120 rpm, por um periodo de 20 dias.

Apbs o periodo de crescimento estabelecido, os caldos fermentados foram
separados da massa micelial por meio de um sistema de filtragdo a vacuo (Kitassato, funil de
Buchner e papel filtro). Os caldos fermentados foram acondicionados em potes e congelados,

e 0s micélios foram submetidos a extracdes.

4.4.2 Extracdo dos micélios dos fungos isolados de Deguelia duckeana

A massa micelial de cada fungo foi seca em estufa de ar circulante a temperatura
de 40 °C. Posteriormente, os micélios foram transferidos para Erlenmeyers para extracdo
dos metabdlitos. As extracdes foram feitas em banho de ultrassom (40 kHz, Unique) com o
solvente organico metanol (MeOH), por vinte minutos e cinco repeti¢cdes. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 40 °C (Figura 6).
Posteriormente os extratos foram secos em capela de exaustdo de gases e entdo foram
pesados em balanca analitica e submetidos a prospeccao quimica para escolha do fungo de

interesse.
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Figura 6. Fluxograma da preparacdo dos extratos metandlicos dos fungos endofiticos de Deguelia duckeana.
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4.4.3 Analise cromatogréafica dos extratos MeOH dos fungos isolados de Deguelia
duckeana

As analises quimicas dos extratos foram realizadas por Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa (CCDC-WhatmanTM) utilizando cromatofolhas de aluminio
com silica gel com indicador de fluorescéncia UV2s4 € como eluente, fez-se uso de solventes
organicos em diversas proporcoes, conforme a polaridade do extrato analisado. Utilizou-se
como revelador fisico, para visualizacdo das classes quimicas dos extratos, luz ultravioleta
(UV) nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm e como reveladores quimicos,
anisaldeido sulfurico, sulfato cérico [Ce(SOs).], reagente de Dragendorff, vapor de iodo e

cloreto férrico (FeCls).

4.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear

Os extratos provenientes de cada fungo endofitico foram submetidos a analise
por Ressonancia Magnética Nuclear de H (Bruker BioSpin AG, modelo Fourier 300
UltraShield, com frequéncia de 300 MHz para *H e 75 MHz para *C com sonda EasyProbe
Dual 300 MHz S1 5mm Z-gradient).

Para o processamento dos dados e anélises dos espectros utilizou-se o software
TopSpin 4.1.3 (Bruker). Os extratos foram solubilizados no solvente deuterado DMSO-de.
Todos os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em ppm relativos ao sinal do

tetrametilsilano (TMS).
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4.5 ldentificagdo dos fungos isolados de Deguelia duckeana

Os fungos selecionados foram enviados para identificagdo molecular na
Fundacdo Oswaldo Cruz — Instituto Le6nidas e Maria Deane em Manaus-AM e consistiu
nas seguintes etapas: extracdo de DNA gendmico, amplificacdo da regido de interesse,
purificagdo do produto amplificado e sequenciamento desta regiéo.

Foi extraido DNA genémico das culturas selecionadas por meio do kit DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, as
amostras foram amplificadas por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando iniciadores flanqueando alvos desde a regido 3’ do gene 18S rRNA até a regido
5’ do gene 28S rRNA, que corresponde ao espacgador interno transcrito (ITS) ITS1 —5,8S —
ITS2. Esta regido foi escolhida por ser utilizada em diversos estudos para caracterizacédo de
especies fangicas.

O perfil de termociclagem utilizado para a regido ITS consistiu em uma
desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por
30 segundos, anelamento dos primers a 55 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos,
finalizando com uma etapa de extensdo final a 72 °C por 2 minutos. Os primers utilizados
foram  ITSI (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3%) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°).

As amplificacbes da regido ITS de cada cultura foram confirmadas por
eletroforese em gel de agarose, corado com GelRed (Biotium). Os fragmentos amplificados
correspondentes a toda regido ITS1 — 5,8S — ITS2 foram entdo purificados com PEG 20%
para remocdo de reagentes ndo incorporados durante o processo de amplificacdo e,
posteriormente, foram submetidos a reacdo de sequenciamento nucleotidico pela técnica de
Sanger na plataforma de genémica do ILMD. Apos esta etapa, os eletroferogramas foram
utilizados para construcdo de contigs e montagem final de cada sequéncia, com auxilio de
softwares de bioinformatica, sendo, por fim, revisados manualmente. As sequéncias obtidas
foram submetidas a identificacdo a nivel de espécie por meio de comparagdo destas com

sequéncias depositadas no banco de dados GenBank.
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4.6 Obtencao de extratos com metabolitos secundérios de interesse
4.6.1 Cultivo em escala ampliada do fungo endofitico selecionado

Para obtencdo de maior quantidade de biomassa do fungo selecionado foram
preparados 6 L de meio Czapek acrescido de 0,2% de extrato de levedura. Foram utilizados
2 frascos de 5 L contendo 3 L de meio de cultura. Acondicionou-se os frascos em incubadora
orbital shaker a 30 °C, com agitacdo de 120 rpm durante 20 dias. Passado o tempo de
crescimento o caldo fermentado foi separado da massa micelial por meio de um sistema de
filtracdo a vacuo (kitassato, funil de Biichner e papel filtro). O caldo fermentado foi

acondicionado em pote e congelado, e o0 micélio foi submetido a extracao.

4.6.2 Extracdo dos micélios do fungo endofitico selecionado

Foi realizada a extracdo dos micélios (56,3 g) com solventes organicos em
ordem de polaridade crescente (diclorometano e metanol), sendo trés vezes para
diclorometano e cinco vezes para metanol (figura 7). Utilizou-se a proporcdo de 1 g de
micélio para 10 mL de solvente. Os extratos dos micélios foram concentrados em rota

evaporador e posteriormente secos em capela de exaustdo de gases.

Figura 7. Fluxograma para obtencéo dos extratos brutos do fungo endofitico selecionado.
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Micélio
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Micélio

1) Extragdo com MeOH em
]» 5X

| Filtragdo

3) Filtragdo
4) Concentracéo do extrato

banho ultrassom por 20 min
2) Filtracdo
3) Concentragdo do extrato

Extrato
MeOH
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4.6.3 Particdo liquido-liquido do extrato metanolico do micélio do fungo selecionado

O extrato MeOH (16 g) foi solubilizado em uma solugdo hidrometandlica (1:1
v/v) obedecendo a referéncia de 1,0 grama de extrato para 50 mL de solucédo
hidrometanolica.

Colocou-se o extrato solubilizado em MeOH/H20 em um funil de separagéo, no
qual adicionou-se AcOEt na proporcdo 1:1 v/v. Em seguida, agitou-se levemente o funil para
promover o contato das substancias que tinham afinidade com o solvente AcOEt. Feita a
agitacdo, deixou-se o funil em repouso. O procedimento foi repetido 5 vezes, até a visual
falta de coloracdo do solvente (solvente transparente e claro) (figura 8). Posteriormente as
fases obtidas foram concentradas em rota evaporador a 40 °C.

Figura 8. Parti¢do liquido-liquido do extrato metandlico do micélio do fungo selecionado.

4.6.4 Analises quimicas dos extratos do micélio do fungo selecionado
Todos os extratos e fases provenientes do cultivo submerso do fungo selecionado
foram submetidos as analises por CCDC e RMN de H, como descritos nos itens 4.4.3 e

4.4.4 respectivamente.

4.7 Fracionamento dos extratos do micélio do fungo selecionado
4.7.1 Fracionamento cromatografico do extrato diclorometano (DCM) do micélio

As analises realizadas em CCDC foram fundamentais para a selecdo do método
cromatografico de fracionamento, incluindo a escolha da fase estacionéaria e dos eluentes
mais eficazes para a separagdo dos constituintes dos extratos, visando o isolamento de
substancias. A figura 9 ilustra o fluxograma do fracionamento, a tabela 4 a reunido das
fraces e as massas obtidas do ext. DCM e as tabelas 3, 5 e 6 mostram os sistemas de eluicéo

utilizados.
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Figura 9. Fluxograma do fracionamento do extrato diclorometano do micélio.
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Tabela 3. Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas do fracionamento do extrato DCM do fungo Diaporthe oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato DCM

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
DCM 100% 1-7

DCM/ acetona 9:1 8-16
DCM/ acetona 8:2 17-19
DCM/ acetona 7:3 20-26
DCM/ acetona 1:1 27-31
DCM/ acetona 3:7 32-35
acetona 100% 36-41
MeOH/ acetona 1:1 42-48
MeOH 100% 49-54
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Tabela 4. Reunido das fracdes obtidas do extrato diclorometano do fungo D. oculi.

Fracoes Massa
reunidas (mg)
1-4 5,0
5-6 19,3
7-10 2.204,0
11-15 116,3
14 156,3
15-17 61,5
18-21 33,5
22-25 62,5
26-28 34,0
29-32 4,5
33-34 22,0
35-36 43,7
37-40 14,4
41-42 30,0
43-46 62,5
47-52 129,5
53 3,3
54 4,3

Tabela 5. Sistemas de eluicdo e fragdes obtidas do refracionamento das fragfes 7-10 coletadas do extrato
DCM do fungo Diaporthe oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato F7-10

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hex/DCM 8:2 1-5
Hex/DCM 7:3 6-7
Hex/DCM 6:4 8-9
Hex/DCM 5:5 10-13
Hex/DCM 4:6 14-20
Hex/DCM 3:7 21-26
Hex/DCM 2:8 27-31

DCM 100% 32-33
DCM/MeOH 9:1 34-35
MeOH 100% 36-37




Tabela 6. Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas do refracionamento das fracdes 15-17 coletadas do extrato
DCM do fungo Diaporthe oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato F15-17

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hex/DCM 5:5 1-3
Hex/DCM 4.6 4-7
Hex/DCM 3.7 8-11
Hex/DCM 2:8 12-14
Hex/DCM 1:9 15-19

DCM 100% 20-25
DCM/MeOH 9:1 26-28

4.7.1 Fracionamento cromatografico da fase AcOEt do extrato metandélico do micélio
A figura 10 ilustra o fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato
metandlico do micélio de D. oculi a tabela 7 as fracGes e massas obtidas e as tabelas 8, 9, 10

e 11 os sistemas de eluicéo.

Figura 10. Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato metandélico do micélio de D. oculi.

Fase AcOEt do ext. do MeOH do micélio
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Acetona MeOH Eluentes: AcOEt e Acetona
Total de fracdes: 53 Total de fracdes: 43 Total de fracGes: 30
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31,9mg 284 mg 136,4 mg 18 mg 5mg 3,5mg 8,8 mg 19,8 mg
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Tabela 7. Reunido das fracdes obtidas da fase AcOEt do extrato MeOH do fungo D. oculi.

Fracoes Massa
reunidas (mg)
1-3 4,1
4-6 9,7
7-10 13,4
11-13 7,2
14-17 42,3
18-21 10,3
22-24 297,2
25-28 893,0
29-30 14
31-32 9,1
33-36 26,2
37-38 43,5
39-41 75,8
42-47 194,4
48-50 387,6
51-54 597,9

Tabela 8. Sistemas de elui¢do e fragdes obtidas do fracionamento da fase AcOEt do extrato metandlico do
micélio de D. oculi

Cromatografia em coluna aberta fase AcOEt

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
DCM 100% 1-10
DCM/ MeOH 98:2 11-17
DCM/ MeOH 95:5 18-25
DCM/ MeOH 9:1 26-32
DCM/ MeOH 8:2 33-38
DCM/ MeOH 7:3 39-46
DCM/MeOH 1:1 47-51
MeOH 100% 52-54




Tabela 9. Sistemas de eluicéo e fragdes obtidas do refracionamento das fracfes 25-28 coletadas da fase
AcOEt do extrato metandlico do micélio de D. oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato F25-28

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
Hex/DCM 8:2 1-5
Hex/DCM 7:3 6-10
Hex/DCM 6:4 11-14
Hex/DCM 1:1 15-16
Hex/DCM 4:6 17
Hex/DCM 3:7 18-20
Hex/DCM 2:8 21-24
Hex/DCM 1:9 25-28

DCM 100% 29-34
DCM/Acetona 95:5 35-39
DCM/Acetona 9:1 40-44
DCM/Acetona 8:2 45-47
DCM/Acetona 7:3 48-50
DCM/Acetona 1:1 51-52
Acetona 100% 53




Tabela 10. Sistemas de eluicdo e fracfes obtidas do refracionamento das fracGes 33-36 coletadas da fase
AcOEt do extrato metandlico do micélio de D. oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato F33-36

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
DCM 100% 1-5
DCM/Acetona 95:5 6-9
DCM/Acetona 9:1 10-11
DCM/Acetona 8:2 12-15
DCM/Acetona 7:3 16-20
DCM/Acetona 1:1 21-29
DCM/Acetona 3:7 30-32
DCM/Acetona 2:8 33-35
Acetona 100% 36-37
Acetona/ MeOH 1:1 38-39
MeOH 100% 40-43

Tabela 11. Sistemas de eluicdo e frac8es obtidas do refracionamento das frages 39-41 coletadas da fase
AcOEt do extrato metandlico do micélio de D. oculi.

Cromatografia em coluna aberta extrato F39-41

Sistemas de eluicéo Fracdes coletadas
AcOEt 100% 1-2
AcOEt/Acetona 95:5 3-5
AcOEt/Acetona 9:1 6-7
AcOEt/Acetona 8:2 8-10
AcOEt/Acetona 7:3 11-13
AcOEt/Acetona 1:1 14-17
AcOEt/Acetona 3:7 18-22
AcOEt/Acetona: 2:8 23-24
AcOEt/Acetona 1:9 25-27
Acetona 100% 28-30




4.8. Analise do perfil de acidos graxos por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas

O perfil de acidos graxos de amostras lipidicas previamente extraidas foi analisado
apos derivatizacao para ésteres metilicos de acidos graxos (FAMESs) adaptado de acordo com
Vasquez et al. (2021).

4.8.1 Derivatizacao

Usou-se 10 mg da amostra de triacilglicerideos que foram misturados com 0,25 mL
de cloroférmio/metanol (2:1; v/v) e 500 mL de NaOH 0,1 M em metanol. Essa mistura foi
aquecida a 60 °C por 30 minutos, em seguida, a reacao foi interrompida com a adic¢do de 0,2
mL de &4gua destilada, os FAMEs formados foram extraidos com a adi¢éo de 1mL de hexano,

foram agitados em vortex por um minuto, apds agitacao, a fase superior isolada foi coletada.

O procedimento foi repetido com a fase inferior para recuperar os FAMEs
remanescentes, foram agitados e deixados em repouso ap6s 30 minutos coletado 1 mg/mL
de hexano e analisado por equipamento de Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas — CG-EM (Nexis GC2030, GCMS- QP2020 NX, Shimadzu)
instalado na Central Analitica do IFAM-CMC, equipado com injetor split-splitless e um

amostrador automatico.

Os FAMEs foram separados usando uma coluna capilar de silica fundida SHRTx-
5Sil-MS (30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura do
filme). O hélio foi usado como géas de arraste a 2 mL/min. A temperatura de injecdo foi de
260 °C, modo split, 1 pL, e a fonte de ions do espectrdmetro de massa e as temperaturas da
interface foram de 230 e 280 °C, respectivamente. A analise cromatografica comeca a 50 °C
e aumenta a 20 °C/min até 210 °C, permanece por 18 min, e entdo sobe para 230 °C a 20
°C/min e permanece por 13 min. O tempo total de execucdo é de 40 min. Os espectros de
massa foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV. A taxa de varredura foi de 1,6
varreduras/s em uma faixa de massa de 30—700 amu. A identificacdo dos esteres metilicos
de acidos graxos foi realizada pelas bibliotecas WILEY 275 e National Institute of Standards
and Technology (NIST 3.0). As determinagdes analiticas foram realizadas em duplicata e os

resultados foram expressos em g de acido graxo/100 g de FAMEs.
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4.9 Ensaios Bioldgicos
4.9.1 Avaliagéo da atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos fungicos utilizou-se a técnica
de microdiluicdo em caldo, conforme a metodologia descrita pela norma M7-10 do Manual
Clinical & Labaratory Standards Institute (CLSI, 2015) e adaptada com o protocolo de
ensaios de antimicrobianos do Laboratério de Bioprospeccédo e Biotecnologia do INPA. As
cepas utilizadas neste ensaio (tabela 12) fazem parte da colecdo de bactérias da Amazonia
(CBAM) e foram concedidas ao LABB pelo ILMD/FioCruz Amazonia.

Tabela 12. Cepas bacterianas utilizadas na avalia¢do da atividade antibacteriana dos extratos fngicos.

N° de acesso de Nome cientifico Sigla Coloracéo de
linhagem CBAM g Gram
0664 Acinetobacter AB -
baumannii
0162 Aeromo_nas AH -
hydrofila
0006 Escherichia coli EC -
0639 EI‘IIEI’O(.IOCCUS EEA +
faecium
0051 Klebsiel.a KP -
pneumoniae
0138 Morgangl_a MM -
morganii
0519 Pseudomonas PA -
aeruginosa
0026 Staphylococcus SA +
aureus
0209 Salmonella enterica SE il

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio sélido Mueller-Hinton agar, por
meio do método de estriamento. Posteriormente, com o auxilio de uma alca de platina, as
colbnias bacterianas foram transferidas para frasquinhos contendo H.O destilada, até
atingirem a concentracdo de 0,5 na escala de McFarland. Em seguida, 10 mg de extratos
fangicos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSOQ) a 5% nas concentragdes de 1000 e
500 pg/mL.

Foi feito o controle negativo (DMSO + microrganismo), controle positivo
(antibidtico + microrganismo) e um controle de esterilidade do caldo (3 pogos contendo

apenas o caldo). Para controle negativo foram utilizados 90 pL de caldo Mueller-Hinton

44



contendo 5% de DMSO e 10 pL de in6culo. Para o controle positivo foram utilizados 90 pL
do antibidtico oxitetraciclina na concentragéo de 125 pg/mL e 10 pL de indculo.

As bactérias, juntamente com as diferentes diluicdes dos extratos fungicos,
foram inoculados, em triplicata, em microplacas de 96 pocos. Na sequéncia, foi feita a leitura
inicial em espectrofotometro tipo ELISA no comprimento de onda de 625 nm, entéo as
microplacas foram mantidas em estufa de crescimento microbiano a 30 °C. Passadas 24
horas, foi realizada a leitura final em espectrofotémetro tipo ELISA no comprimento de onda
de 625 nm.

A partir das leituras espectrofotométricas foi determinada a viabilidade
microbiana para cada microrganismo, que foi calculada através da porcentagem de inibicéao
do crescimento microbiano onde a medida da absorbancia final foi diminuida pela inicial

utilizando o software Excel.

4.9.2 Ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Para o ensaio foi utilizado como meio de crescimento uma solucdo salina (sal
marinho) 3,8% e para a eclosdo, adicionou-se 10 mg de cistos de A. salina. As condi¢des de
crescimento utilizadas foram: temperatura de 27 a 30 °C e iluminacdo em lampada
fluorescente, por 48 horas. Apds esse periodo, transferiram-se as larvas para microplacas de
24 pocos, sendo distribuidas 10 larvas de A. salina para cada pogo. Cada placa continha o
controle da solugéo salina, o controle do solvente utilizado e 0s pogos a que séo adicionados
0s extratos em teste, todos em triplicata. As placas com as larvas de A. salina foram mantidas
por 24 horas sob iluminacdo de ldmpada fluorescente.

Apos esse periodo, contabilizou-se o nimero de larvas sobreviventes, tanto nos
pocos de controles quanto no teste. A analise foi feita na concentracao de 1000 pg/mL, e ndo

foi necessario encontrar a Concentracdo Letal de 50% (CL50).

5. RESULTADOS
5.1 Isolamento de fungos endofiticos

Foram isolados 28 fungos endofiticos (figura 11) a partir de 20 fragmentos
foliares de Deguelia duckeana. O procedimento utilizado nesta pesquisa para desinfestar a
microbiota epifitica mostrou-se eficaz, visto que ndo houve crescimento microbiano na

ultima agua de lavagem. Isso evidencia que houve isolamento apenas de fungos endofiticos.
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Na investigagdo de microrganismos endofiticos, é importante escolher um
protocolo de desinfec¢do capaz de remover completamente a microbiota epifitica sem afetar
a endofitica. Essa etapa deve ser realizada adequadamente para validar o procedimento e
evitar interpretacdes errdneas sobre a microbiota endofitica cultivavel (DOS REIS et al.,
2022).

Figura 11. Fungos endofiticos isolados de Deguelia duckeana.
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A comunidade de fungos endofiticos associados as folhas de Deguelia duckeana
é considerada alta, visto que a taxa de colonizagéo foi de 140%. Por se tratar de uma planta
tropical, tal quantitativo ja é esperado. Conforme Rashmi e colaboradores (2019), as plantas
tropicais podem abrigar mais espécies endofiticas do que outros ecossistemas, como 0s
articos e boreais, nos quais a taxa de colonizacdo varia de menos de 1% a 44%.

A Amazonia abriga uma alta diversidade microbiana. O clima tropical com altas
temperaturas e taxas elevadas de precipitagdo justificam essa pluralidade ecoldgica que
abriga uma enorme quantidade de espécies (SANTOS et al., 2020; YAO et al., 2022). A

46



seguir estdo descritos alguns trabalhos que apresentam a diversidade fungica endofitica de
plantas amazonicas.

Casas e colaboradores (2017) isolaram 90 fungos endofiticos de Plectranthus
amboinicus, tendo como principais representantes os fungos dos géneros Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., Fusarium sp. e Mycelia sterilia. J& Ortiz-Ojeda e colaboradores (2020),
reportaram o isolamento de 56 fungos endofiticos de folhas e caules da espécie vegetal
Acmella ciliata. Quatorze dos isolados foram identificados e Colletotrichum, foi o género
mais frequente, seguido por Curvularia, Plectosphaerella e Sordariomicetos.

Também é relatado o isolamento de 104 fungos endofiticos de folhas e caule da
espécie vegetal Passovia stelis, dos quais 73 foram identificados como pertencentes aos
géneros Guignardia, Phomopsis, Xylaria e Colletotrichum, com destaque para o género
Guignardia, o qual apresentou a maior frequéncia dentre os isolados (SILVA et al. 2020).
Além disso, da espécie Oenocarpus bataua Mart, foram isolados 63 fungos endofiticos,
sendo 50 da folha e 13 do caule, com 38 fungos identificados, sendo Xylaria, o género mais
frequente, seguido por Phomopsis, Phoma, Geotrichum, Penicillium e Nigrospora (DINIZ
etal., 2021a).

A diversidade fungica endofitica da espécie vegetal Astrocaryum ulei Burret da
mesma forma foi investigada, pois foram isolados 88 fungos, dos quais 71 foram
identificados. Xylaria foi o género mais frequente, com 48,8%, seguido por Penicillium,
Phomopsis, Fusarium e Aspergillus (DINIZ et al., 2021b).

Da hospedeira Euterpe oleracea Mart, Sena e colaboradores (2022) isolaram 32
fungos, identificados em diversos géneros, incluindo Pestalotiopsis, Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Colletotrichum, Chaetomium, Mucor, Botryodiplodia,
Xylaria, Curvularia e Neocosmospora.

Quanto ao isolamento dos fungos endofiticos de Senna reticulata, foram
isolados 309 fungos endofiticos. Foram identificadas 27 morfoespecies distribuidas em dez
géneros, Phomopsis, foi o mais abundante, em seguida, Penicillium, Aspergillus,
Acremonium, Colletotrichum, Curvularia, Alternaria, Trichoderma, Cladosporium e
Xylaria (INACIO et al., 2021).

E também relatado na literatura fungos endofiticos associados as folhas de trés
clones de Hevea spp. (localizados na Embrapa Amazonia Ocidental). Um total de 269

isolados foram obtidos, e a analise filogenética mostrou que o filo Ascomycota foi 0 mais
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abundante (95,4%), com predominéncia dos géneros Colletotrichum e Diaporthe, seguido
pelo filo Basidiomycota (4,6%), com abundancia dos géneros Trametes e Phanerochaete
(AMARAL et al., 2022).

Para organizar os isolados (codificados de BDDDO01 a BDDD28), realizou-se
uma distribuicdo em grupos, levando em consideracéo as semelhangas macroscopicas, como
a cor das colonias, bordas e a observacdo frente e verso das placas. Com isso, os fungos

foram divididos em 7 grupos, observados no quadro abaixo.

Quadro 1. Classificagdo em grupos por caracteristicas morfolégicas dos fungos endofiticos isolados de
Deguelia duckeana.

Grupo 1 Grupo2 | Grupo3 | Grupo4 | GrupoS5 | Grupo6 | Grupo?7
BDDD 4 | BDDD 05 | BDDD14 | BDDD 21 | BDDD 11 | BDDD 01 | BDDD 13
BDDD16 | BDDD 06 | BDDD17 | BDDD24 | BDDD 15 | BDDD 02
BDDD20 | BDDD10 | BDDDI18 | BDDD 25 | BDDD 22 | BDDD 03
BDDD28 BDDD19 | BDDD 26 | BDDD 23 | BDDD 07
BDDD27 BDDD 08
BDDD 09
BDDD 12

Percebe-se que os isolados do grupo 6 (figura 12) possuem o maior numero de
fungos e, em contraste aos outros grupos, eles apresentaram crescimento lento quando
observada suas caracteristicas macro morfoldgicas. Os fungos frequentemente apresentam
exigéncias nutricionais diversas e especificas que podem limitar a extensdo e a robustez de
seu crescimento na auséncia de um nutriente especifico. Diante disso, o tipo de meio de
cultivo e a temperatura sdo fatores importantes para o crescimento fungico, uma vez que
influenciam a abundancia e riqueza de espécies isoladas (GUOCHANG et al., 2012;
SMITHEE et al., 2014; YANG et al., 2021).

Figura 12. Exemplificacdo das caracteristicas macroscopicas dos fungos endofiticos do grupo 6.
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5.2 Avaliacdo preévia para a producéo de metabolitos

Alguns individuos de cada grupo foram selecionados, de acordo com as
caracteristicas macroscopicas, para cultivo em meio liquido, a fim de obter os respectivos
extratos brutos para analises quimicas e biolégicas. No total, 14 fungos foram cultivados e a
figura 13 apresenta os fungos selecionados.

Figura 13. Caracteristicas macroscopicas dos fungos endofiticos isolados de Deguelia duckeana.
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BDDD25-G4 BDDD26-G4

Os 14 fungos cultivados em meio liquido agitado tiveram apenas seus micélios
submetidos a extracdo com metanol. Com isso, as massas dos extratos metanolicos variaram
entre 0,556 g e 1,43 g e seus rendimentos variaram de 13,22 a 27,43%, como observadas na
tabela 13.

Tabela 13. Fungos selecionados para triagem, quantidade de massas obtidas e rendimentos dos extratos
metandlicos.

N° Fungo Massa micélio  Massa do extrato  Mext/Mmic X 100
(® MeOH (g) (%)
(1) BDDDO05-G2 4,69 1,014 21,62
(2) BDDD06-G2 4,87 0,7717 15,8
3) BDDDO08-G6 6,69 0,8847 13,22
4) BDDD10-G2 3,0 0,7157 23,85
(5) BDDD13-G7 3,83 0,7516 19,62
(6) BDDD14-G3 2,19 0,556 25,4
(7) BDDD16-G1 3,08 0,6141 19,93
() BDDD17-G3 5,90 0,9224 15,63
9) BDDD20-G1 3,87 1,04 26,9
(10) BDDD21-G4 4,61 0,6977 15,13
(11) BDDD22-G5 491 1,043 21,24
(12) BDDD23-G5 3,49 0,8753 27,43
(13) BDDD25-G4 3,08 0,7426 24,1
(14) BDDD26-G4 5,30 0,9413 17,76

Mext: massa do extrato; Mmic: massa do micélio
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5.3 Analise cromatografica dos extratos MeOH dos micélios dos fungos isolados de
Deguelia duckeana

Os extratos resultantes da extracdo dos micélios com MeOH foram eluidos em
sistema DCM/MeOH 9:1. A figura 14 apresenta os resultados obtidos, onde todos os extratos
apresentaram fluorescéncia quando expostos a luz UV nos dois comprimentos de onda (254
e 365 nm), além de manchas amarronzadas serem observadas na presenca de vapores de

iodo. Esses resultados indicam a presenca de substancias contendo ligacdes duplas isoladas
e/ou conjugadas.

Figura 14. Placas de CCDC dos extratos metandlicos dos micélios de 14 fungos endofiticos de Deguelia
duckeana.
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As anélises das placas de CCDC utilizando os reveladores anisaldeido sulfurico
e Ce(S0s.)2 apontaram indicios da presenca de terpenoides e esteroides, pela coloracéo
roxo/lilés. J& a revelagdo com FeCls resultou em uma coloragdo com bandas escuras,
inferindo a presenca de substancias fenolicas. Quando as placas de CCDC foram reveladas
com o reagente de Dragendorff, com excec¢do do extrato 3, observou-se uma coloragéo
laranja, inferindo a presenca de substancias nitrogenadas.

5.4. Anélise por RMN de 'H dos extratos metanélicos dos micélios dos fungos isolados
de Deguelia duckeana.

De modo geral, os espectros de RMN de ‘H (figuras 15 e 16) dos extratos
metanolicos do micélio dos fungos apresentaram sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos e metilénicos (on 0,5-2,4 ppm), hidrogénios de carbonos carbinolicos (61 3,0-4,0
ppm), hidrogénios de duplas isoladas (6n 4,8-6,5 ppm) e hidrogénios duplas conjugadas (dn
6,5-8,2 ppm).

Figura 15. Comparagéo de espectros de RMN de 'H (300 MHz) dos extratos metanolicos dos micélios dos fungos
endofiticos de Deguelia duckeana (DMSO-dg).
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Figura 16. Continuagdo da comparagéo de espectros de RMN de *H (300 MHz) dos extratos metanélicos dos micélios
dos fungos endofiticos de Deguelia duckeana (DMSO-d6).
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As analises dos extratos brutos por RMN *H confirmaram a presenca das classes
de substancias reveladas por CCDC. Diante dessas analises, os fungos codificados como
BDDD14-G3, BDDD23-G5 ¢ BDDD25-G4 apresentaram maior quantidade de sinais,
principalmente na regido dos aromaticos e por isso foram selecionados para serem

identificados e submetidos a avaliagdo da atividade antibacteriana.

5.5 Identificacdo fungica

Para a identificacdo molecular dos fungos BDDD14-G3, BDDD23-G5 ¢
BDDD25-G4 as sequéncias de DNA’s obtidas foram analisadas na plataforma do GenBank
por colaboradores da Fiocruz. Os resultados revelaram que os fungos codificados como
BDDD23-G5 e BDDD25-G4 foram identificados a nivel de género como Diaporthe spl. e
sp2. e o0 fungo BDDD14-G3 como Colletotrichum sp.

A nivel de espécie, o Unico fungo identificado foi 0 BDDD25-G4. Este fungo
possui uma homologia de 99% de identidade como Diaporthe oculi (figura 17) que foi
autenticado pela analise molecular da regido ITS do rDNA contendo ITS1 e ITS2, e do gene
5.8S rRNA interveniente, sob nimero de acesso NR 161018.1.
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Figura 17. Caracteristicas macroscopicas do fungo endofitico Diaporthe oculi, isolado de D. duckeana.

Frente Verso

A espécie fangica Diaporthe oculi foi relatada pela primeira vez em 2018, no
Japdo, como um patdégeno humano isolado de um olho infectado (OZAWA et al., 2019).
Embora quatro estudos tenham citado essa espécie na literatura, nenhum deles a relacionou
como um fungo endofitico ou realizou investigacdes quimicas até o momento (ARCIUOLO
et al., 2020; BORMAN; JOHNSON, 2021; NORPHANPHOUN et al., 2022; OZAWA et
al., 2019). Portanto, o presente trabalho é o primeiro a desenvolver o estudo com essa espécie

fangica como endofitico e a realizar sua caracterizacdo quimica.

5.6 Avaliacéo da atividade antibacteriana dos fungos selecionados

Na avaliacdo antibacteriana dos extratos metanolicos provenientes dos micélios
dos fungos selecionados adotou-se como critério a utilizacdo de bactérias consideradas
prioritarias pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2017). Das 12 bactérias classificadas
como prioritarias, apenas 3 delas (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus) estavam disponiveis na colecdo de cepas do LABB-INPA. Essas
bactérias ndo foram sensiveis aos extratos metanolicos fungicos avaliados na concentracdo
de 500 pg/mL.

No entanto, na concentracdo de 1000 pg/mL, conforme evidenciado na tabela
14, o extrato metandlico fungico BDDD25-G4 foi capaz de inibir o crescimento das trés
cepas bacterianas, sendo mais evidente a inibicdo frente a Staphylococcus aureus. Os
extratos fungicos de BDDD14-G3 e BDDD23-G5 apresentaram atividade de inibicdo apenas
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em relacdo a uma das bactérias, a saber, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,

respectivamente.

Tabela 14. Resultado da CIM, em pg/mL, dos extratos testados frente a 3 bactérias patogénicas humanas
utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo.

Amostras AB SA PA
1000 pg/mL
BDDD14-G3 NA NA (24,41)
Colletotrichum sp. +0.010
i 1000 pg/mL
BDDD23-G5 NA (13,28) NA
Diaporthe sp. +0.020
i 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
BDDD25-G4 (11,65) (55,34) (44,93)
Diaporthe oculi
P +0,010 +0,003 +0,007
. - 99,72 99,83 99,76
Oxitetraciclina +0.001 +0.003 +0.004

NA: N&o houve inibigdo. () Dados de inibicdo. = Desvio Padrdo. AB (Acinetobacter baumannii), SA
(Staphylococcus aureus), PA (Pseudomonas aeruginosa).

Para o género Diaporthe, distintas pesquisas constataram atividade
antibacteriana conferidas a diversas espécies frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Por exemplo, extratos brutos metandélicos de Diaporthe sp. MFLUCC16-0682
e Diaporthe sp. MFLUCC16-0693, isolados de flores de Melodorum fruticosum,
apresentaram CIMs na faixa de 7,81-250 pug/mL. Ambas as cepas inibiram S. flexneri, V.
cholerae e P. aeruginosa significativamente em comparacdo com outros extratos brutos
fangicos da planta hospedeira. (TANAPICHATSAKUL et al., 2018).

Uma cepa de Diaporthe helianthi, isolada de Luehea divaricata, apresentou
atividade antibacteriana estatisticamente significativa frente a S. aureus (SPECIAN et al.,
2012). Ja a substancia éter flavomannina-6,6'-di-O-metil, isolada do fungo endofitico
Diaporthe melonis, também inibiu o crescimento de S. aureus com uma CIM de 32 pg/mL
(OLA et al., 2014).

LI e colaboradores (2015) isolaram 7 substancias de Diaporthe LG23, fungo
endofitico de Mahonia fortunei, dentre as quais a substancia 19-nor-lanosta-5(10),6,8,24-
tetraeno-1a,3p,12,22S-tetraol, apresentou atividade antibacteriana significativas frente a

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus com valores de CIM de 2,0 ug/mL e 5,0

pg/mL, respectivamente.
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Em extratos brutos de D. schini é relatado a atividade antibacteriana frente a S.
aureus com CIM de 125 pg/mL. As principais substancias identificadas destes extratos por
CG-EM foram: 13-docosenamida (Z)-, 2-hexadeceno, 3,7,11,15-tetrametil; 9-
octadecenamida e acido 11-octadecenoico, os quais ja foram previamente descritos na
literatura por sua atividade bioldgica (DOS REIS et al., 2019).

E importante ressaltar que na literatura também ja foi constatada atividade
antibacteriana no extrato da planta hospedeira frente a Staphylococcus aureus (LIMA et al.,
2013). Diante disso, pode-se considerar a possibilidade da planta hospedeira e seus fungos

endofiticos sintetizarem as mesmas substancias detentoras de atividade antibiotica.

5.7 Rendimento dos extratos dos micélios do fungo Diaporthe oculi
A massa de cada extrato obtido a partir do cultivo em escala ampliada do fungo

Diaporthe oculi pode ser visualizada na tabela 15.

Tabela 15. Massas dos extratos obtidos do fungo D. oculi a partir da extracdo com solventes organicos.

m'viI ées)lsi:I Extrato M(z;s)sa Mle Bt(/)l\g% X
DCM 3,17 5,94
53,3 MeOH 16,41 30,8
Fase AcOEt 3,02 5,7

5.8 Prospeccdo quimica dos extratos miceliais do fungo Diaporthe oculi
5.8.1 Analise cromatogréfica do extrato DCM e da fase ACOEt

A andlise por CCDC do extrato DCM e da fase AcOEt dos micélios do fungo D.
oculi (figura 18), apresentaram fluorescéncia na luz UV nos dois comprimentos de onda (254
e 365 nm), indicando a presenca de moléculas com duplas liga¢6es conjugadas, podendo ser
de moléculas com cadeia aberta ou aromaticas. Quando as placas de CCDC do extrato DCM
e da fase AcOEt foram reveladas com o Reagente Dragendorff, observou-se uma coloragéo
laranja, inferindo a presenca de substancias nitrogenadas.

Na revelagdo com anisaldeido sulfarico e Ce(SOs)2 as placas de CCDC
apresentaram indicios de terpenoides e esteroides pois observou-se a formagédo de bandas
com coloracdo roxo/lilas. Para FeCls, tanto no extrato bruto quanto na fase AcOEt, foi
possivel observar uma leve coloragdo amarronzada, indicando concentragdes muito baixas

de substancias fendlicas.
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Figura 18. Placas de CCDC dos extratos brutos dos micélios do fungo D. oculi: (1) ext DCM, (2) fase
AcOEt. Sistema de elug: ext. DCM - DCM/acetona (9:1), fase AcCOEt — DCM/MeOH (9:1).
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5.8.2 RMN de 'H dos extratos e fase do micélio do fungo D. oculi

Ao analisar o espectro de RMN de H do extrato DCM (figura 19), foi possivel
observar sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos na faixa de 0,6 a 1,2 ppm, além de
um sinal intenso em 1,25 ppm, correspondente aos hidrogénios de CH> presentes em
substancias alifaticas de cadeia linear longa ("graxa™). Também foi possivel observar um
sinal do tipo "duplo dupleto” entre 4,1 e 4,3 ppm, tipicos de triacilglicerdis, e sinais de
hidrogénios ligados a carbonos de duplas ligagdes isoladas na faixa de 5,2 a 5,3 ppm.

Nos espectros de RMN de H do extrato metanélico e da fase ACOEt proveniente
dele (figuras 20 e 21), foram observados diversos sinais de substancias alifaticas e
aromaticas. Entre os sinais observados, destacam-se os caracteristicos de hidrogénios
metilicos e metilénicos, hidrogénios de carbonos carbinélicos e hidrogénios ligados a
carbonos de duplas ligacOes isoladas e conjugadas.
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Figura 19. Espectro de RMN de *H do extrato DCM dos micélios do fungo D. oculi em CDCl; (300 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN de *H do extrato metandlico em DMSO-ds dos micélios do fungo D. oculi (300 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN de *H do Fase AcOEt em DMSO-dg dos micélios do fungo D. oculi (300 MHz).
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Ao comparar os espectros de *H dos extratos e fase do micélio do fungo D. oculi
(figura 22), percebe-se pouca semelhanca de sinais entre o extrato diclorometanico e o
extrato metandlico. Os deslocamentos quimicos similares podem ser observados na faixa
dos hidrogénios metilicos, principalmente o simpleto em 1,25 ppm, e na faixa de ligacGes
duplas isoladas (6H 5,3 ppm). Nota-se também que o extrato MeOH e sua fase AcOEt

demonstraram uma maior quantidade de sinais na regido de H aromaticos.

Figura 22. Comparagdo dos espectros de RMN de *H dos extratos DCM, MeOH e a fase AcOEt dos micélios
do fungo D. oculi.
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5.9 Determinacao estrutural das substancias isoladas do extrato diclorometano do
micélio de D. oculi

5.9.1 Identificagdo dos constituintes quimicos da fracdo F1215C710
A fracdo F1215C710 teve rendimento de 1,247 g e apresentou-se como um

liquido viscoso em temperatura ambiente. Ao fazer a analise do espectro de RMN de *H
(figura 23), verificou-se que se tratava de uma mistura de triacilglicerdis, evidenciada pelo
sinal do tipo duplo dupleto entre 6+ 4,11-4,32 ppm, caracteristico de hidrogénios ligados aos
carbonos do glicerol. Além disso, foram observados sinais em 61 0,88 ppm, caracteristicos
dos hidrogénios das metilas dos acidos graxos.

O sinal intenso em dn 1,25-1,30 ppm foi atribuido aos hidrogénios de grupos
metilénicos de cadeias alifaticas. Ja os sinais entre dn 2,0-2,05 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios ligados aos carbonos 3 da dupla ligacdo entre carbonos. Da mesma forma, os
sinais entre oH 2,20-2,34 ppm foram atribuidos aos hidrogénios de carbonos 3 do éster, e os

sinais entre dn 5,23-5,37 ppm correspondem aos hidrogénios de carbonos de ligagdes duplas.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H da fragdo 12-15 obtida do ext. DCM do micélio do fungo D. oculi em
CDCls (300 MHz).
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Kaushik e colaboradores (2020) relataram o isolamento de uma mistura de
triacilglicerdis proveniente do extrato hexano do fungo endofitico Trichoderma sp. EFI671.
Os valores do deslocamento quimico da mistura mostraram sinais de RMN de *H em § 0,88
(9H, m), 1,27 (6H, m), 1,60 (8H, m), 2,02 (8H, m), 2,31 (6H, td, J=7,6 e 3,3 Hz), 2,77 (2H,
t, J=6,7 Hz), 4,14 (2H, dd, J=11,9 e 6,0 Hz), 4,29 (2H, dd, J=119 e 4,3 Hz), 5,26 (1H, tt,
J=6,0 e 4,3 Hz), 5,35 (6H, m). Tais valores sdo similares aos sinais de RMN de ‘H da fragdo
F1215C710 confirmando ser de triacilglicerois (figura 24).

Figura 24. Estrutura tipica de triacilglicerdis.
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Os triacilglicerdis, também conhecidos como triglicerideos, constituem um
grupo de lipidios que sdo comumente armazenados em plantas. Fungos endofiticos também

demonstram uma alta capacidade de produzi-los. Esses triacilglicerdis fazem parte da
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matéria-prima de 6leos ndo comestiveis, encontrando aplica¢des na industria farmacéutica,
alimenticia, cosmética e principalmente de biocombustiveis (ELFITA et al., 2020).

Para analisar a composi¢do quimica da mistura de triacilglicerdis, estes foram
submetidos a hidrdlise, seguido pela metilagdo dos acidos e, em seguida, 0s acidos graxos
metilados foram analisados por CG-EM. Os dados obtidos das analises por CG-EM dos
triacilglicerdis mostrou que a fragdo F1215C710 tinha como componentes majoritérios acido
palmitico (27.23%) e acido estearico (16.68%). Ja os componentes minoritarios foram o
acido octandico e acido dodecandico. A figura 25 apresenta 0s cromatogramas de ions totais,
a tabela 16 apresenta os ésteres metilicos de acidos graxos identificados na mistura de

triacilglicerdis e a figura 26 suas estruturas quimicas.

Figura 25. Cromatogramas de ions totais em duplicata da fragdo F1215C710.
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Tabela 16. Esteres metilicos de acidos graxos identificados por CG-EM na mistura de triacilglicerdis.

N° da Esteres formados Formula  Tempo de retengdo  Area do
substancia (Acidos graxos) molecular (min) pico (%0)

1 Hexanoato de metila C/H1,02 2,98 0,22
(Acido hexanoico)

2 Octanoato de metila CoH102 7,30 0,06
(Acido octandico)

3 Metil-9-Oxononanoato C10H1803 11,68 0,64

(Acido-9-oxononandico)
4 Dodecanoato de metila C13H260- 12,84 0,1
(Acido dodecandico)

5 Dimetil azelato C11H2004 13,09 0,14
(Acido azelaico)

6 Tetradecanoato de metila C15H300- 15,21 2,35

(Acido tetradecan6ico)
7 Pentadecanoato de metila ~ CisH32,0> 16,31 0,15
(Acido pentadecan6ico)
8 Palmitoleato de metila C17H30, 17,29 1,31
(Acido palmitoleico)

9 Palmitato de metila C17H340; 17,68 27,23
(Acido pamitico)

10 Linoleato de metila C19H340> 20,54 2,75
(Acido linoleico)

11 Estearato de metila C19H330- 21,41 16,68
(Acido estearico)

12 18-Metilnonadecanoato de  Cz1H42,02 28,21 2,29

metila
(Acido nonadecanoico)
13 Docosanoato de metila Ca3Ha602 38,10 1,92

(Acido docosan6ico)

Figura 26. Estruturas quimicas dos ésteres metilicos de &cidos graxos identificados por CG-EM.
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Na literatura, os acidos palmitico, linoleico, oleico e miristico destacam-se como
0s principais constituintes majoritarios dos triacilglicerdis fungicos. Como exemplo, a

analise por CG-EM dos triacilglicerdis da co-cultura de microalgas e leveduras que incluiam
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Candida pimensis, Arthroderma vanbreuseghemii, Diaporthe aspalathi/Diaporthe
meridionalis e Hericium americanum, indicou que o &cido oleico foi o &cido graxo
encontrado em maior porcentagem (64,95% de oleato de metila) (SUASTES-RIVAS et al.,
2020).

J& o extrato hexano do fungo endofitico Trichoderma sp. EFI671 apresentou 0s
acidos linoleico e palmitico como componentes principais e &cido estedrico como
componente secundario (KAUSHIK et al., 2020). De trés cepas fungicas isoladas de
Solanum nigrum, duas apresentaram o &cido linoleico como componente majoritario dos
triacilglicerois. Na analise de RMN de *H do 6leo flngico bruto de Aspergillus flavus o teor
de &cido linoleico e &cido oleico foi de 61,8% e 23,6%, respectivamente (EL-HAWARY et
al., 2016).

A cepa endofitica Lasiodiplodia exigua, isolada de Sapindus mukorossi,
apresentou acido miristico e &cido palmitico como componentes majoritarios. Em
Phomopsis sp., isolado de Mesua ferrea, foram identificados acido oleico e &cido palmitico.
E Phomopsis sp. de Jatropha curcas apresentou acido miristico, acido palmitico e acido

oleico como componentes majoritarios (SUSMITA et al., 2020).

5.9.2 Identificagéo da substancia 1 (F19-21C1517)

A substancia 1, codificada como F19-21C1517 (35,0 mg), foi isolada do extrato
DCM dos micélios de D. oculi, apresentando aspecto sélido amorfo de coloracdo branca.
Em placa de CCD (figura 27), mostrou absorcdo em luz UV de 254 e 365 nm e, quando

revelada com anisaldeido sulfirico, exibiu mancha lilas.

Figura 27. Placas de CCDC da fragdo 19-21 isolada do ext. DCM. Sistema: DCM 100%.

UV 254 UV 365 Anisaldeido
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A substancia 1 foi identificada com base na analise dos dados de RMN de *H,

13C e comparagéo com a literatura. O espectro de RMN de *H (figuras 29, 30 e 31) sugeriu
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um padrdo espectral de esteroides, pois apresentou sinais de metilas em 6 0,63 (s, 3H); &
0,83 (dd, 6H); 6 0,92 (d, 3H); 6 0,96 (s, 3H); & 1,04 (d, 3H) e & 1,47 (m, 3H). Além dos sinais
nas regides de hidrogénio olefinicos em 6 5,19 (m, 1H); 6 5,21 (m, 1H); 6 5,39 (dd, 1H) e &
5,58 (dd, 1H).

A partir do espectro de 3C (figura 32) foi possivel verificar 28 carbonos, sendo
6 C de metilas (6 12,02; 6 16,02; 6 17,58; 6 19,62; 6 19,93; 21,07), 7 metilénicos (6 21,07; 6
22,96; 6 28,27; 6 31,94; 6 38,32; 6 39,03; 6 40,74), 11 metinicos (6 70,42; 6 119,54; 6 116,23;
0 46,18; 6 54,51; 6 55,66; 06 40,42; 6 135,53; 0 131,92; 6 42,78; 6 33,04) e 4 quaternarios (o
42,78; 6 36,98; 6 141,36, & 139,74).

Através da comparacdo dos espectros obtidos com dados de Alexandre et. al
(2017) que podem ser observados na tabela 17, foi possivel identificar o esteroide ergosterol
(figura 28).

Figura 28. Estrutura do Ergosterol
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Figura 29. Espectro de RMN de *H do ergosterol, obtido do ext. DCM dos micélios do fungo D. oculi (CDCls, 300 MHz).
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Figura 30. Expanséo do espectro de RMN de *H dos sinais metilicos do ergosterol, obtido do ext. DCM dos
micélios do fungo D. oculi (CDClIs, 300 MHz).
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Figura 31. Expanséo dos sinais de RMN de *H das duplas olefinicas do ergosterol, obtido do ext. DCM dos
micélios do fungo D. oculi (CDClIs, 300 MHz).
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Figura 32 Espectro de RMN de *3C do ergosterol obtido do ext. DCM do micélio do fungo D. oculi (CDCls, 300 MHz).
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Tabela 17. Dados de RMN de **C e 'H (CDCls, MHz) do ergosterol e sua comparagdo com a literatura.

N°  RMN©°C RMN H RMN 2°C RMN H
3 (ppm)** 3 (ppm)* 3 (ppm)*” 3 (ppm)*”
Substancia 1 (ALEXANDRE et al., 2017)
1 38,32 38,4
2 31,94 31,9
3 70,42 3,63 m (1H) 705 3,64 m (1H)
4 40,74 40,8
5 139,74 139,8
5,58 dd (J=5,52 119.6 5,58 dd
6 119,54 2,31 Hz, 1H) (3=5,5 & 3,0 Hz, 1H)
5,39 dd (J=5,16 116,3 5,38 dd
! 116,23 2.6 Hz, 1H) (3=5.4 € 2,9 Hz, 1H)
8 141,36 141,4
9 46,28 46,2
10 36.98 37,1
11 21,07 21,1
12 39,03 39,1
13 42.78 42,9
14 54,51 54,6
15 22.96 22.9
16 28,27 28.3
17 55,66 55,7
18 12,02 0,94 5 (3H) 12.1 0,95 s (3H)
19 16,02 0,635 (3H) 16,3 0,65 s (3H)
20 40,42 40,3
1,04 d (J=6.6 Hz, 211 1,04 d
21 21,07 éH) (26,6 Hz, 3H)
22 135,50 5,19 m (1H) 135,6 5,20 m (1H)
23 131,92 5,21 m (1H) 131.9 5.21 m (1H)
24 4278 42,9
25 33.04 33.1
0,85 d (3=6,72 Hz, 19,9 0,84 d
26 19,93 3H) (26,7 Hz, 3H)
. ey 082d gﬁs,n Hz 19,7 0,82 d (J= 6,7 Hz, 3H)
28 17sg 0920 (é;s,szl Hz, 17,6 0,92 d (J= 6,6 Hz, 3H)

1* 75 MHz, CDCls; 2* 300 MHz, CDCls; 3* 75 MHz, CDCls; 4* 300 MHz, CDCls.

O ergosterol é um componente essencial das membranas celulares flngicas, que

determina a fluidez, permeabilidade e atividade das proteinas associadas a membrana

(JORDA & PUIG, 2020). Ele tem sido reconhecido como um importante composto bioativo,

com relatos de seu potencial anti-inflamatdrio, antifibrotico e antifingico. Este Gltimo ocorre

devido a sua capacidade de interromper o crescimento e as atividades metabolicas de fungos
patogénicos (MBANBO et al., 2012; MA et al., 2013; PENG et al., 2014).
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Na literatura, o ergosterol isolado de Amauroderma rude foi capaz de induzir a
morte de células cancerigenas de camundongos com a linhagem celular de cancer murino
B16 (LI et al., 2015). Foi constatado também que ele possui efeito terapéutico na prevencao
da nefropatia diabética, que € uma complicacdo microvascular do diabetes e representa um

tratamento promissor para atenuar essa condi¢do (DONG et al., 2019).

5.10 Anélises de fracdes obtidas de fracionamentos da fase ACOEt do extrato
metandlico do micélio de Diaporthe oculi

Apbs fracionamento em coluna de silica da fase AcOEt do extrato metanolico
do micélio de D. oculi, as fragdes foram submetidas a analises em CCDC e aquelas que
apresentaram similaridades e os mesmos valores de Rf foram reunidas. Das fragdes reunidas,
as denominadas Dofa.25-28 (Figura 33 A e B), Dofa.33-36 (Figura 33 C) e Dofa.39-41

(Figura 33 D e E) mostraram-se interessantes e foram submetidas a novos fracionamentos.

Figura 33. Placas de CCDC de frages obtidas do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH. Sistema
de eluicdo: (A): Hex/DCM 9:1; (B): DCM 100%; (C): AcOEt/acetona 9:1; (D): AcOEt/acetona 8:2, (E):
AcOEt/acetona 1:1.

(A) (B)
uv uv uv uv
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33-36 133-36 !

O refracionamento de Dofa.25-28 deu origem a 53 subfragdes. As cromatoplacas

-

39-41)39-4 1L RNk 39-41)139-41

das subfragOes mais interessantes sdo visualizadas na figura 34 e descritas a seguir.
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A subfracéo 17 (Figura 34 A), com massa de 31,9 mg, ndo revelou bandas ao ser
exposta a luz UV3ss. No entanto, em UV2s4 € com anisaldeido, foi observada uma leve banda,
0 que infere a possivel presenca de substancia(s) com ligacdes duplas conjugadas e
terpenoides ou esteroides.

As subfracgdes 22-25 (Figura 33 B) (com um total de 284 mg) apresentaram uma
leve fluorescéncia quando revelada em luz UV3es € UV2s4, mas exibiram manchas lilas ao
serem revelada com anisaldeido evidenciando também a possivel presenca de terpenoides
ou esteroides.

A subfragdo 37 (Figura 34 C), com massa de 136,4 mg, apresentou fluorescéncia
ao ser revelada em luz UV3es € UVass, indicando a presenca de substancias com ligagoes
duplas. Além disso, a revelacdo com anisaldeido resultou em uma mancha escura.

A subfracdo 42 (Figura 34 D), com uma massa de 18,2 mg, revelou uma forte
fluorescéncia azul quando exposta a luz UV3es. Na UV2s4, 0bservou-se leve mancha escura.
A revelacdo com anisaldeido também resultou em uma banda escura no mesmo Rf da

fluorescéncia.

Figura 34. Placas de CCDC de fragdes obtidas do refracionamento de Dofa.25-28 da fase AcOEt do extrato
MeOH. Sistema de elui¢do: (A) e (B): Hex/DCM 3:7; (C): Hex/DCM 2:8 e (D): DCM/Acetona 9:1
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Ao analisar as placas de CCDC das subfragdes do refracionamento de Dofa.33-
36, notou-se que as subfracbes 16-18 (figura 35A) ndo exibiram fluorescéncia quando a
cromatoplaca foi exposta a luz UVzes. No entanto, observaram-se manchas escuras sob
exposicao a luz UV2s4 e manchas azul escuro ao serem reveladas com anisaldeido. As trés
subfracdes apresentam o mesmo Rf, o que implica dizer que se trata da(s) mesma(s)
substancia(s).

As subfragdes 25-39 (figura 35 B e C) apresentara manchas escuras ao serem
reveladas em luz UV2s4 € ndo apresentaram fluorescéncia em luz UVses. Quando reveladas
com anisaldeido, ndo apresentaram bandas, indicando a auséncia de terpenoides ou
esteroides.

Figura 35. Placas de CCDC de fragdes obtidas do refracionamento de Dofa.33-36 da fase AcOEt do extrato
MeOH. Sistema de eluigdo: (A) AcOEt/Acetona; 8:2 e (B) e (C) AcOEt/Acetona 7:3.
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No refracionamento de Dofa.39-41 as subfra¢bes 10-13 (figura 36) se mostraram
interessantes. Quando a cromatoplaca das subfracGes foram expostas sob luz UVzss € UVass
observou-se uma leve fluorescéncia. Ja quando revelada com anisaldeido notou-se manchas

roxo/lilas o que infere a presenca de terpenos ou esteroides.

Figura 36. Placas de CCDC de fragdes obtidas do refracionamento de Dofa.39-41 da fase AcOEt do extrato
MeOH. Sistema de eluigdo: AcOEt/Acetona; 8:2.
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N&o foi possivel submeter nenhuma das subfracdes a purificagdo por CLAE,
nem a técnica de RMN para identificacdo de substancias, devido aos equipamentos estarem

inoperantes até o presente momento.

5.11 Ensaios bioldgicos de extrato e fases do micélio de Diaporthe oculi
5.11.1 Ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Os resultados do ensaio de toxicidade frente a A. salina demonstraram que houve
um baixo indice de mortalidade dos microcrustaceos, como pode ser visualizado na tabela
18. Referindo-se ao indice de toxicidade de Meyer, extratos brutos com CLso inferiores a
1000 pg/mL sdo considerados toxicos e o0s extratos brutos com CLsp superiores a 1000
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pug/mL sdo considerados ndo téxicos. Portanto, o extrato DCM e as fases AcOEt e
hidrometandlica do extrato MeOH séo atdxicas (HAMIDI et al. 2014).

Resultados atdxicos indicam que os extratos podem ser (teis para uso em
cosméticos e produtos farmacéuticos, desde que demonstrem atividades bioldgicas para
esses fins. (OHIKHENA, et al., 2016).

Tabela 18. Porcentagem de individuos mortos frente as diferentes concentragdes

Amostras Concentracao (png/mL)
testadas
1000 500

0 0

Extrato 0 0% 0 0%
Diclorometano 0 0
1 0

Fase 1 10% 0 0%

Hidrometandlica

do ext. MeOH 1 0
1 0

Fase 0 333% | O 0%

AcOEt do ext.

MeOH 0 0
0 0

0 0 0%

0% 0
Controle - 5 5
10 10

Confrole + 10 100% 10 100%

ontrole m m

5.11.2 Atividade antibacteriana de extrato e fases do micélio de Diaporthe oculi

Ao analisar a atividade antibacteriana do extrato diclorometano, bem como das
fases hidrometandlica e acetato de etila do extrato metandlico provenientes do segundo
cultivo do fungo Diaporthe oculi, verificou-se que ndo houve inibi¢do significativa do
crescimento bacteriano da maioria das bactérias. Contudo, o extrato diclorometano inibiu

quase 50% do crescimento de Escherichia coli conforme visualizado na tabela 19.
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Tabela 19. Resultado da CIM, em pg/mL, dos extratos de Diaporthe oculi testados frente as bactérias
patogénicas humanas utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo.

Amostras AB SA PA EC KP AH EF MM SE
1000 | 1000
Diclorometano | A | NA 1'@41) [(975)| NA | NA | NA T NA 1 NA
+0,01 | +0,05
1000 | 1000
Fase

Hidrometandlica | NA Hg/mL | pg/mL |\ A NA NA \A A A
do ext. MeOH (11,10) | (20,91)

+0,020 | 0,05
1000
Fase Acetato do ug/mL
ext. MeOH NA | NA (14.48) NA | NA | NA | NA | NA | NA
+0,01

Oxitetraciclina | 99,65 | 99,84 | 99,79 | 99,76 | 99,88 | 99,77 | 99,95 | 99,87 | 99,90
+0,001 | £0,001 | +0,004 | +0,004 | +0,001 | £0,001 | +0,001 |+0,001 | +0,001

NA: Ndo houve inibicdo. () Dados de inibicdo. + Desvio Padrdo. AB (Acinetobacter baumannii), SA
(Staphylococcus aureus), PA (Pseudomonas aeruginosa) EC (Escherichia coli), KP (Klebsiela pneumoniae),
AH (Aeromonas hydrofila), EF (Enterococcus faecium), MM (Morganela morganii), SE (Salmonella
enterica).

Ao comparar os resultados do segundo ensaio antibacteriano com o primeiro,
percebeu-se uma diminuigdo de porcentagem de inibicdo frente as 3 bactérias utilizadas no
primeiro ensaio (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus). Essa diminuicdo pode ser explicada pela sinergia de multiplos metabdlitos bioativos
da primeira extracdo, ja que os micélios foram extraidos apenas com metanol no primeiro
cultivo. A literatura relata que a sinergia em uma mistura de varias substancias pode resultar
em um efeito maior sobre um determinado microrganismo do que o0 composto em sua forma

pura (CAESAR & CECH, 2019; DOS REIS et al., 2019).

O efeito sinérgico é relatado em estudos feitos com o fungo endofitico Phomosis
Longicolla, onde foi observada acéo inibitéria significativamente positiva do extrato
metabdlico bruto, enquanto o oposto ocorreu com as frages obtidas do mesmo (GARCIA
et al.; 2012; FLORES et al., 2013). Similarmente, a atividade antimicrobiana do extrato
bruto acetato de etila do fungo endofitico Lasiodiplodia pseudotheobromae foi mais
eficiente do que em suas fragdes (JALIL & IBRAHIM, 2022).

Em analises feitas por Cadelis e colaboradores (2021), observou-se que culturas

fangicas do fungo endofitico Neofusicoccum australefoi haviam inibido potentemente o
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crescimento de E. coli. No entanto, essa forte inibicdo ndo persistiu ap6s a extracdo dos
metabdlitos. Os autores justificaram que é possivel que vérias substancias possam ser
responsaveis pela atividade antibacteriana do fungo endofitico ou que outro(s) composto(s)
néo tenha sido extraido(s).

Resultados de efeito sinérgico similar também foram observados em ensaios
antileishmania de extratos, fases e substancias isoladas do enddfito Cochliobolus sativus P2-
F3. A fase hexanica de C. sativus P2-F3, proveniente do extrato etandlico, mostrou-se mais
ativa (Clso = 2,05 pug/mL) do que o extrato inicial (Clsp = 3,0 ug/mL). No entanto,
anhidrococleoquinona A e a mistura de cocleoguinona A e isococlioguinona A, isoladas da
fase hexanica, apresentaram atividade antileishmania com Clso de 50,53 e 10,16 pg/mL,

respectivamente, valores menores que a fase hexanica (DO NASCIMENTO et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, constatou-se que a espécie Deguelia duckeana, possui um
alto indice de colonizagdo fungica, visto que foi possivel o isolamento de 28 fungos
endofiticos. Dentre esses, 0s 14 fungos selecionados para cultivo submerso apresentaram
uma diversidade metabdlica composta por substancias aromaticas, terpenos e alcaloides
quando analisados os perfis quimicos por CCDC e RMN de H. Isso indica que as condicdes

de cultivo permitiram a producéo de distintas classes quimicas.

A triagem quimica direcionou a selecdo para os fungos endofiticos codificados
como BDDD14-G3, BDDD23-G5 ¢ BDDD25-G4 que foram identificados como Diaporthe
sp., Colletotrichum sp. e Diaporthe oculi, respectivamente. Os extratos metandélicos dos trés
fungos apresentaram atividade antibacteriana contra pelo menos uma bactéria patogénica de
interesse clinico. O fungo Diaporthe oculi foi selecionado para cultivo em escala ampliada,
pelo seu extrato bruto ter se mostrado ativo frente a todas as trés bactérias.

O estudo quimico do extrato diclorometano do fungo D. oculi resultou no
isolamento de ergosterol e uma mistura de triacilgliceréis. A andlise por CG-EM dos
triacilglicerdis revelou que os &cidos graxos metilados predominantes na mistura foram o

acido palmitico (27,9%) e o &cido estearico (16,5%).

Os extratos e fases do segundo cultivo do fungo D. oculi ndo apresentaram
citotoxicidade frente a Artemia salina. O extrato DCM inibiu 49,75% do crescimento de
Escherichia coli e observou-se uma diminuicdo de porcentagem de inibicdo frente as 3
bactérias do primeiro ensaio do extrato DCM e fases hidrometandlica e acetato de etila do
segundo cultivo do fungo D. oculi, que pode estar relacionada ao sinergismo das substancias
extraidas e, que juntas sdo responsaveis pela bioatividade inicial observada no extrato
MeOH.

Esses resultados contribuem para a caracterizacdo quimica e bioldgica da
microbiota endofitica da Amazonia. Além disso, este € o primeiro relato de estudo quimico
para D. oculi. Estudos futuros poderdo continuar a explorar o potencial biotecnoldgico dos
demais fungos de Deguelia duckeana, bem como identificar outras substancias presentes nos

extratos de D. oculi com possiveis potenciais biologicos.
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