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RESUMO

Os fungos endofiticos isolados de plantas do género Palicourea sdo fontes de moléculas bioativas,
com aplicabilidades biotecnologicas. Com o surgimento de novas patologias ¢ a problematica da
resisténcia microbiana aos farmacos convencionais, ha a necessidade do desenvolvimento de novos
medicamentos. Tendo em vista esse contexto, este estudo averiguou a composi¢do quimica € as
atividades antibacteriana e de toxicidade frente a Artemia salina de fungos endofiticos isolados de
folhas de Palicourea prancei, visando a obtencdo de substancias ativas. Os fungos endofiticos de P.
prancei foram cultivados em caldo Sabouraud (0,2% de extrato de levedura) em incubadora shaker (30
°C, 120 rpm) durante 20 dias para a obtengdo da massa micelial. Os metabolitos dos micélios foram
extraidos em solvente metanol (MeOH) e concentrados em evaporador rotatdrio para aquisi¢do dos
extratos brutos. O perfil quimico dos extratos brutos foi analisado por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC). Avaliou-se a atividade de inibigdo bacteriana dos extratos fliingicos pelo
método de microdiluigdo em caldo e o nivel de toxicidade frente a 4. salina. O fungo selecionado foi
cultivado em escala ampliada e seus micélios foram extraidos com MeOH, cujo extrato foi submetido
a particdo utilizando AcOEt, obtendo-se a fase AcOEt e a fase hidrometanoélica. O extrato ¢ as fases
obtidas tiveram seu perfil quimico analisado por CCDC. Apenas o extrato MeOH e sua fase AcOEt
foram analisados por RMN 'H e submetidos aos testes antibacteriano e de toxicidade frente a A.
salina. Os maiores valores de massa do extrato MeOH micelial foram apresentados pelos fungos G1
PP8 (738,8 mg), G4 PP11 (456,0 mg) e G6 PP7 (440,2 mg). A partir das analises de CCDC, os
extratos brutos dos fungos endofiticos de P. prancei demonstraram indicios de substancias com
ligagOes duplas, indicios de terpenos, substancias fenolicas e nitrogenadas. Os extratos MeOH dos
fungos G1 PP8 e G2 PP5 testados a 1000 png/mL apresentaram atividade bacteriostatica acima de 35%
contra as bactérias Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus, e o extrato MeOH de G1 PP8
exibiu alta toxicidade contra A. salina, com CLsp = 2,76 pg/mL. O fungo G1 PP8 destacou-se nas
analises ¢ foi selecionado para o cultivo em escala ampliada e identificagio molecular, sendo
identificado como Xylaria cubensis G1 PP8. A fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X.
cubensis G1 PP8 foi fracionada por cromatografia em coluna aberta (CCA), permitindo o isolamento
da citocalasina D. O extrato MeOH e sua fase AcOEt ndo apresentaram atividade antibacteriana, mas
mostraram-se toxicos no ensaio contra 4. salina, com CLso = 84,02 pg/mL (extrato MeOH) e 144,3
pg/mL (fase AcOEt). Os resultados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento quimico dos
fungos endofiticos de P. prancei, bem como suas aplicabilidades biologicas

Palavras-chave: Bioprospeccao, Citocalasina, Metabdlitos secundarios, Palicourea prancei, Xylaria
cubensis.



ABSTRACT

Endophytic fungi isolated from plants of the genus Palicourea are sources of bioactive molecules with
biotechnological applications. With the emergence of new pathologies and the issue of microbial
resistance to conventional drugs, there is a need for the development of new medicines. In view of this
context, this study analyzed the chemical composition as well as the antibacterial and toxicity
activities against Artemia salina of endophytic fungi isolated from Palicourea prancei leaves, aiming
at obtaining active substances. The endophytic fungi of P. prancei were cultivated in Sabouraud broth
(0.2% yeast extract) in a shaker incubator (30 °C, 120 rpm) for 20 days to obtain the mycelial mass.
The metabolites of the mycelia were extracted in methanol (MeOH) solvent and concentrated in a
rotary evaporator to obtain the crude extracts. The chemical profile of the crude extracts was analyzed
by comparative thin layer chromatography (TLC). The bacterial inhibition activity of the fungal
extracts was evaluated by the microdilution method and the toxicity level against A. salina. The
selected fungus was cultivated on a large scale and its mycelia were extracted in MeOH, which was
partitioned using EtOAc, obtaining the EtOAc phase and the hydromethanolic phase. The extract and
the phases obtained had their chemical profile analyzed by comparative TLC. Only the MeOH extract
and its EtOAc phase were analyzed by 'H NMR and subjected to antibacterial and toxicity tests
against 4. salina. Comparative TLC analysis of crude extracts from endophytic fungi of P. prancei
indicated the presence of substances with double bonds, terpenes, phenolic compounds, and
nitrogenous compounds. The MeOH extracts of the fungi G1 PP8 and G2 PP5 tested at 1000 ug/mL
showed bacteriostatic activity above 35% against the bacteria Aeromonas hydrophila and
Staphylococcus aureus, and the MeOH extract of G1 PP8 exhibited high toxicity against A. salina,
with LCso=2.76 ug/mL. The fungus G1 PP8 stood out in the analyses and was selected for large-scale
cultivation and molecular identification, being identified as Xylaria cubensis G1 PP8. The EtOAc
phase of the MeOH extract of X. cubensis G1 PP8 mycelium was fractionated by open column
chromatography (CC), allowing for the isolation of cytochalasin D. The MeOH extract and its EtOAc
phase did not show antibacterial activity, but were toxic in the assay against 4. salina, with LCso =
84.02 pg/mL (MeOH extract) and 144.3 pg/mL (EtOAc phase). The results obtained in this study
contribute to the chemical knowledge of the endophytic fungi of P. prancei, as well as their biological
applicability.

Keywords: Bioprospecting, Cytochalasin, Secondary metabolites, Palicourea prancei, Xylaria
cubensis.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de novas doengas € o cendrio de superresisténcia de microrganismos
patogé€nicos aos farmacos convencionais incentivam a busca por substancias com
propriedades terapéuticas. Nesse contexto, os produtos naturais sdo matérias-primas para o
desenvolvimento de novos medicamentos, podendo ser encontrados em organismos vivos
como plantas, animais e microrganismos (Bernardes et al., 2017). Dentre eles, os fungos
endofiticos sdo uma fonte rica de metabodlitos secundarios e com potencial terapéutico,
servindo como uma alternativa mais ecoldgica, rapida, economicamente vidvel e com maior
controle produtivo, quando comparados aos outros organismos, cuja exploracao exacerbada
pode levar a extingdo de suas espécies (Gupta et al., 2020).

A Dbiodiversidade amazdnica ¢ muito explorada no ambito da bioprospeccdo de
moléculas ativas, por conta da ocorréncia de inimeras espécies vegetais com propriedades
farmacologicas e bioldgicas nesse ecossistema (Coradin ef al., 2022). Estudos mostram que os
endofitos provenientes de plantas tropicais tendem a produzir uma alta quantidade de
metabolitos secundarios, e por isso ha grande interesse em investigar a microbiota endofitica
de plantas medicinais da Amazonia (Bills et al., 2002; Ferreira et al., 2021; Pereira et al.,
2017). A exemplo, plantas da espécie Copaifera spp. (copaiba), oriundas de florestas tropicais
e produtoras de oleoresinas de vasta agdo terapéutica, sdo detentoras de uma ampla variedade
de fungos endofiticos, cujos extratos demonstram ac¢ao antibacteriana contra Escherichia coli
e Staphylococcus aureus (Carvalho et al., 2021).

O género Palicourea Aubl. apresenta grande complexidade quimica de substancias
(Santivafiez; Angolini, 2024), sendo representado por plantas medicinais € também por
plantas toxicas capazes de acumular monofluoroacetato (MFA), uma substancia responsavel
por causar faléncia cardiaca em gados (Riet-Correa et al., 2023; Ubiali et al., 2020). Na
literatura, ha indicios da acdo bioldgica dos endodfitos de Palicourea, em que extratos de
fungos endofiticos isolados de Palicourea rigida apresentaram atividade antioxidante,
antimicrobiana e de toxicidade frente a Artemia salina (Santos et al., 2021). Também ja foi
reportado o isolamento da molécula com propriedades antimicoticas conhecida como
griseofulvina (18), tendo sido isolada do fungo endofitico Arthrinium sp. (hospedeira:
Palicourea solitudinum) (Hinterdobler; Schinnerl, 2019).

Palicourea prancei, que se encontra distribuida ao longo da Reserva Adolpho Ducke
(Kinupp, 2002), ¢ uma planta amazonica com escassez de dados fitoquimicos e de estudos
acerca de sua microbiota endofitica. O seu uso em trabalhos de bioprospec¢do se torna

relevante para investigar as propriedades quimicas das comunidades endofiticas presentes em
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suas folhas, tendo em vista a complexidade quimica das espécies de Palicourea. Assim, a
presente pesquisa averiguou a composicdo quimica e a atividade biologica de fungos
endofiticos isolados de folhas de P. prancei, visando selecionar e identificar o fungo

endofitico de maior destaque e obter substancias ativas de interesse biotecnologico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que coabitam o interior dos tecidos
vegetais, capazes de participar do ciclo de vida de sua planta hospedeira sem causar
maleficios aparentes, em uma relagdo de equilibrio simbidtico (Stone ef al., 2004; Verma et
al., 2012). A definicao do termo “endofitico” foi cunhada primeiramente por De Bary (1866,
apud Petrini, 1991, p. 179), que conceitua os endofitos como “todos os organismos que
colonizam o tecido interno das plantas”. Ao longo dos séculos, essa definicdo sofreu
modificagdes, com a contribuicao de Carroll (1988, p. 5), que adicionou que os endoéfitos sao
um grupo de organismos assintomaticos as hospedeiras, e que nao inclui seres patogénicos ou
mutualistas, como as micorrizas.

Petrini (1991, p. 179) estabeleceu que os endodfitos sdo “todos os organismos que
habitam os 6rgaos das plantas, sendo capazes de colonizar os tecidos internos das plantas em
determinado momento do seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes a hospedeira”. Desse
modo, a depender de condigdes ambientais favoraveis, fungos epifiticos - organismos que
habitam a superficie dos tecidos vegetais - podem assumir caracteristicas endofiticas, assim
como fungos patogénicos podem interagir com suas hospedeiras de modo assintomatico
durante seu ciclo vital (Petrini, 1991).

A colonizacdo endofitica segue etapas semelhantes a infec¢do patogénica, envolvendo
o reconhecimento do microrganismo pela hospedeira, a germinacdo do endofito e a
penetracdo nos tecidos vegetais (Kogel et al., 2006; Sieber, 2007; Yan et al., 2019). Essa
coloniza¢do ocorre com auxilio das hifas ou dos esporos, que se aderem a superficie das
folhas, caule ou raizes, permitindo que os endofitos adentrem as células a partir de poros
naturais da camada epidermal, ou pela sintese de enzimas degradadoras da parede celular
vegetal (celulases, proteases e liases), que facilitam o acesso dos microrganismos ao espago
inter ou intracelular da planta (Ji et al., 2022; Verma et al., 2012).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos em dois processos (Yan et al., 2019),
sendo eles a) transmissdo vertical: a comunidade de fungos endofiticos da “planta-mae” ¢

repassada para as futuras geragdes, uma vez que estes microrganismos estdo alojados nas
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sementes, € por isso sdo facilmente transmitidos para as proles; b) transmissdo horizontal: os
fungos endofiticos adentram a planta-hospedeira através dos poros naturais, como o0s
estomatos, hidatodios, e também por mecanismos bidticos (herbivoros ou insetos) ou
mecanismos abioticos (ventania, chuva ou ar).

E importante destacar que o estabelecimento da relagdo simbidtica entre os fungos e
suas hospedeiras depende de mecanismos complexos de mediagdes bioquimicas e
moleculares, onde o microrganismo se adapta as respostas do sistema de defesa das plantas,
que inibem a viruléncia fingica em certo nivel (Ji et al., 2022; Kogel et al., 2006; Yan et al.,
2019).

Seguindo esse pressuposto, conforme estudos de Wawra et al. (2016, p. 5),
demonstrou-se que o endofito Piriformospora indica contém genes capazes de modificar as
propriedades de sua parede celular, a fim de que padrdes moleculares associados a
microrganismos (MAMPs), como o f-glucano, sejam suprimidos a ponto de nao serem
reconhecidos pelo sistema imune dos hospedeiros, de modo a favorecer a sobrevivéncia do
microrganismo. Assim, a relagdo endofito-hospedeira pode ser descrita como um
equilibrio/balanco simbidtico continuo, que abrange o mutualismo, o comensalismo e o
parasitismo, sofrendo influéncia direta dos fatores enddgenos (metabolitos secundarios) e
exdgenos (condigdes ambientais) da planta, uma vez que, em dadas circunstancias, o
endofitismo pode alternar para patogenia, e vice-versa (Aly et al., 2011; Kogel et al., 2006).

Plantas superiores possuem uma complexa dindmica no ecossistema onde estdo
inseridas, e para sobreviver as intempéries de seus habitats, estes seres dettm um sistema
heterogéneo de adaptagdo, incluindo processos de simbiose com a microbiota fungica vivente
em seus tecidos (Omoarelojie; van Staden, 2020; Yan ef al., 2019). Ha indicios de que esses
microrganismos contribuem na sintese de moléculas bioativas importantes para o
metabolismo de suas plantas hospedeiras (Yan ef al., 2019), além de serem coadjuvantes na
produgdo de fitohormodnios que atuam no crescimento vegetal (Fadiji; Babalola, 2020), na
aquisi¢do de nutrientes (Gong et al., 2020), na resisténcia contra a herbivoria (Ambele et al.,
2020) e contra os estresses bidticos e abidticos (Omoarelojie; van Staden, 2020; Verma et al.,

2016; Yan et al., 2019).

2.2. Metabolitos secundarios de fungos endofiticos de interesse biotecnologico
Os metabolitos secundarios sdo moléculas complexas de baixa massa molecular,
sintetizados durante um periodo especifico do ciclo vital de um organismo, uteis para a

adaptagdo individuo-ambiente e que geralmente expressam potencial terapéutico (Keller et
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al., 2005; Kreis et al., 2017). Originam-se do metabolismo primario, que ¢ responsavel pela
produg¢do de moléculas universais e necessarias para a sobrevivéncia de um ser vivo
(aminoacidos, carboidratos, nucleotideos, vitaminas e acidos graxos), divergindo-se a partir
de vias biossintéticas especificas (Kreis et al., 2017).

Os fungos endofiticos sdo amplamente estudados por conta de sua importincia
industrial e biotecnologica para a produg¢dao de metabdlitos secundarios. Por conta disso, esses
microrganismos tém servido como fonte de interesse para a induastria farmacéutica, cosmética,
agrondmica, alimenticia, entre outras areas (Bogas et al., 2022; Gupta et al., 2020; Omomowo
et al., 2023). Desde a descoberta da penicilina (1) por Alexander Fleming (Fleming, 1929), os
fungos sdo explorados como fonte de substancias com agdo biologica, sendo um dos grandes
marcos da ciéncia de produtos naturais.

A investigagdo da sintese do paclitaxel (taxol®) (2), alcaloide diterpeno com atividade
anticancerigena e de grande valor econdmico para a producao de quimioterapicos, pelo fungo
endofitico Taxomyces andreanae (hospedeira: Taxus brevifolia) revolucionou a ciéncia de
produtos naturais (Adhikari et al., 2023; Stierle et al., 1993), pois as arvores do género Taxus
eram predatoriamente exploradas para a extracdo do taxol e ainda geravam um baixo
rendimento de produto (Adhikari et al., 2023; Brandao et al., 2010).

A sintese de taxol ndo se restringe apenas aos microrganismos hospedeiros do género
Taxus, uma vez que outros endofitos também sdo capazes de produzi-lo, sendo eles Alternaria
brassicicola (hospedeira: Terminalia arjuna) (Gill; Vasundhara, 2019), Aspergillus oryzae
(hospedeira: Tarenna asiatica) (Suresh et al., 2020), Colletotrichum gloeosporioides
(hospedeira: Justicia gendarussa) (Gangadevi; Muthymary, 2008), Fusarium oxysporum

(hospedeira: Rhizophora annamalayana) (Elavarasi et al., 2012).

Figura 1 - Estrutura quimica das substancias penicilina e taxol

6)) (2)

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0




20

Os estudos de metabdlitos secundarios de fungos endofiticos tém foco em enddfitos
oriundos de plantas medicinais, devido aos indicios de que esses microrganismos sao capazes
de sintetizar biomoléculas analogas e derivadas as suas hospedeiras (Ferreira et al., 2021;
Gurgel et al., 2020a). A producdao de metabdlitos secundarios por fungos estd associada a
clusters de genes que sao regulados por fatores de transcri¢do, que respondem a alteracdes de
pH, temperatura e de nutricdo (Fox; Howlett, 2008).

A nivel endoéfito-planta, o microrganismo produz substancias bioativas para
antagonizar o metabolismo de defesa vegetal, de modo a estabelecer uma intera¢do
assintomatica a partir do equilibrio entre a viruléncia fingica e o sistema de defesa da planta
(Yan et al., 2018). Teoriza-se que essa interagdo leva a um processo de adaptagcdo co-
evolutivo, onde os endodfitos desenvolvem mecanismos de resisténcia para a construcao de
uma relacdo mutualistica, em que ambos se beneficiam. Enquanto os endofitos sdo
beneficiados com nutri¢ao e protecdo a partir das plantas, os vegetais recebem a protecao de
seus fungos endofiticos, j& que esses microrganismos atuam positivamente na fisiologia
vegetal, sendo capazes de produzir metabolitos que atuam na defesa contra a herbivoria,
ataques de fitopatogenos, além de auxiliarem no crescimento da planta, na producdo de
fitohormonios e também contra os estresses bioticos e abioticos (Fadiji; Babalola, 2020;
Ferreira et al., 2021; Fontana et al., 2021).

Os fungos endofiticos sdo considerados fonte de novos produtos naturais, por conta da
sintese de diversos compostos bioativos, que compreendem substancias como alcaloides,
antraquinonas, lactonas, policetideos, substancias fenolicas, quinonas, terpenoides entre outras
classes de biomoléculas (Rana et al., 2019; Wen et al., 2022; Zheng et al., 2021). Essas
substancias sdo exploradas pelo seu potencial antioxidante, antibacteriano (Rajendran ef al.,
2023), anticancerigeno (Suresh et al, 2020), antifingico, antiparasitario, antiviral,
imunossupressor, antidiabético (Mishra et al., 2013), na aquisi¢do de pigmentos/corantes,
como potenciais agentes pesticidas e herbicidas, e para processos de biotransformacao (Bogas
et al., 2022; Gupta et al., 2020; Gupta et al., 2023; Omomowo et al., 2023; Zheng et al.,
2021). Na Tabela 1, estdo representados alguns exemplos de metabolitos isolados de fungos
endofiticos e suas respectivas atividades biologicas.

A aquisi¢do de metabdlitos produzidos por fungos endofiticos mostra-se uma
alternativa mais sustentavel em relagdo a extracdo de substancias do vegetal, j4 que isso
acarreta na explorac¢do predatoria de espécies botanicas, gerando impactos significativos ao
ecossistema. Ademais, a utilizacdo de enddfitos ¢ considerada uma pratica economicamente

viavel, rapida, com maior controle produtivo sobre o escalonamento e rendimento, que
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permite a aplicagdo de técnicas (e.g.: One strain many compounds (OSMAC)) que favoregcam
a sintese de determinados metabolitos (Bogas et al., 2022; Ferreira et al., 2022; Wen et al.,
2022).

A fim de potencializar a produ¢do de metabolitos fungicos, a técnica de OSMAC ¢
aplicada com o intuito de ativar vias biossintéticas silenciadas em microrganismos a partir da
utilizagdo de diferentes condi¢des de cultivo, o que resulta na produgdo e descoberta de novas
substancias bioativas (Ferreira et al., 2022). Além disso, a associacdo entre o potencial dos
fungos endofiticos as ferramentas de engenharia genética fomenta o desenvolvimento de
novos métodos para a producao de metabolitos secundarios de interesse biotecnoldgico, a fim
de superar as limitagdes da produtividade dos microrganismos em escala industrial (Gupta et
al., 2020; Salazar-Cerezo et al., 2023).

Tabela 1 - Substincias isoladas de fungos endofiticos oriundos de plantas medicinais e suas respectivas
atividades biologicas

Substincia Fungo endofitico Plantz! Bioatividade Referéncia
hospedeira
Colletotrichum Uncaria inibi¢do da AChE Chen et al.
gloeosporioides rhynchophylla (ICs0=38 pg/mL) (2018)
Diaporthe Vellozia antimalarica .
miriciae gigantea (ICs0= 39,4 pg/mL) Ferreira et al. (2017)
)
epoxicitocalasina H
(@] ,
Hypoxylon Bursera fitotoxica Ulloa-Benitez et al.
anthochroum lancifolia (2016)

O]

eucaliptol
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(10

vinblastina

Substincia Fungo endofitico Plantz} Bioatividade Referéncia
hospedeira
Neosartorya Glehnia neuroprotetora Bang et al.
fischeri littoralis p (2019)
(6)
fischerina
OH OH
OH
~ - OWOH Fusarium Salicornia antimicrobiana Zhang et al.
o oH o tricinctum bigelovii (MIC = 19 uM) (2015)
)
fusartricina
OCH3 0
(0] .. , .
O‘ OH anti-inflamatoria
Dendryphion . .. (ICs0= 0,06 uM) Mishra et al.
HaCO nanum Ficus religiosa antidiabética (2013)
© (ECs0= 0,8 uM)
®
herbarina
Sporormiella Hintonia anti-hiperglicémica Rangel-Grimaldo ef al.
minimoides latiflora (ICs50=2,9 uM) (2017)
®
minimoidiona B
Curvularia Catharanthus citotdxica
verruculosa roseus (ICso=8,5 ng/mL) Parthasarathy et al. (2020)

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0
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2.3. O género Xylaria

Xylaria Hill ex Schrank ¢ um género de fungos pertencente a familia Xylariaceae (filo:
Ascomycota), popularmente conhecidos como “dedo de defunto”, devido as caracteristicas do
corpo de frutificagdo de algumas espécies (Figura 2). A maioria das espécies ¢ saprofita, que
decompde madeira morta, folhas, frutos, sementes, entre outros residuos organicos (Osono et
al., 2011; Thomas et al., 2016). Em sua forma microscopica, podem ser encontrados na
microbiota de insetos (Chang ef al., 2017; Li et al., 2025), frutos (Zhu et al., 2024), folhas
(Pan et al., 2025; Weit et al., 2024), do solo (Yuan et al., 2025) e em ambientes aquaticos
(Gong et al., 2022; Udayan et al., 2024).

Figura 2 - Caracteristicas dos macrofungos de Xylaria (dedo de defunto), representados pelas espécies X.
polymorpha (A), X. hypoxylon (B), X. magnoliae (C) e X. longipes (D)

"

< Bt W A

Fonte: iNaturalist (2025)

Tabela 2 - Metabdlitos isolados em Xylaria e suas respectivas classes e atividades bioldgicas

Estrutura molecular Classe quimica Fungo Bioatividade Referéncia
\ 0
O
sesquiterpeno do tipo Xylaria (M?}Iglzaf ?HEEEL) Rajendran et al.
eremofilano fecjeensis (MIC — 64 ﬁ o/mL) (2023)

a1
acido intégrico
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Estrutura molecular Classe quimica Fungo Bioatividade Referéncia
terpenoide Xylaria ?f' R Sawadsitang et
.1 cubensis antimalarica
tetraciclico PK108 al., 2015
12)
acido helvolico
derivado de acido X longi neuroprotetora Lietal.,
metilsuccinico - tongtpes urop 2023
13)
acido xylaril A
derivado de acido Y longives neuroprotetora Lietal
Ho” enoico - fongip p (2023)
(14)
acido xylaril D
. Xylaria Cf . Sawadsitang et
alcaloide cubensis citotoxica
PK 108 al. (2015)
15)
citocalasina D
H
: anti-inflamatodria
sesquiterpeno do tipo Y nierives (INOS ICso=8.1+2.3 Chang et al.
\ eremofilano FMHENPES M COX-2 ICso= 16.6 (2017)
OH +5.5 M)
(16)
nigriterpeno C
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Estrutura molecular Classe quimica Fungo Bioatividade Referéncia
esteroide do tipo Xylaria ?f' o Sawadsitang et
cubensis citotoxica
ergostano PK108 al. (2015)
HO
an
perdxido de ergosterol
AN
© olicetideo Xylaria sp. antifungica Park et al.
0 0 p F0010 & (2005)
Cl 0\
(18)
griseofulvina
(0]
HH i
o/ ""._ B 2 o Jk
sesquiterpenoide do . Long et al.
o tipo brasilano X. nigripes neuroprotetora (2025)
o]
19)
xylaribrasilaid A
antibacteriana
esteroide (Cos) com  Xylaria sp. (CIM = 2 pg/mL) Gan et al.
anel f-lactona KYIJ-15 (2023)
inibicdo da AChE

(20)
xylaresteroide A
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Estrutura molecular Classe quimica Fungo Bioatividade Referéncia
esteroide (C,g) com Xylaria sp. antibacteriana Gan et al.
anel y-lactona KYJ-15 (CIM = 2 pg/mL) (2023)
(02))
@ glicosideo Xylaria sp. antibacteriana Gan et al.
dihidroisocumarinico KYJ-15 (CIM =2 pg/mL) (2023)
(0]
OH o
(22)
xylarglicosideo B
HO\@\/INHT(\/\/\/\/
0o alcaloide . Liu et al.
NH (o]
23) quinolinico X. longipes neuroprotetora (2024)
xylarinina A
HO
-0
HO
g
HO 3
L ergosterol Xylaria sp. (CIaMnU:ﬁi‘nglc/ilL‘ Wang et al.
glicosidico YM 311647 Hgme; (2022)
8 ug/mL)
(24)
xylaridéxido E
OH O
(@]
‘socumaring X. fecjeensis inibi¢do da a- Rivera-Chavez et
CH, -Jed glicosidase al., 2015
HO  H
(25)

35,4R-(+)-4-hidroximeleina
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Estrutura molecular Classe quimica Fungo Bioatividade Referéncia

diterpeno de Xylaria sp. antifungica Wuetal.,
isopimarano YM 311647 (CIM = 16 pg/mL) 2014

(26)
9-deoxi-himatoxina A

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0

E reportado na literatura que espécies de Xylaria sio produtoras de metabolitos
bioativos (Chen et al., 2024), exibindo potencial antibacteriano (Gan et al., 2023; Rajendran
et al., 2023; Xu et al., 2022), antifungico (Elias et al., 2018; Wang et al., 2022; Wu et al.,
2014), anti-inflamatorio (Chang et al., 2017), antimalarico e citotoxico (Sawadsitang ef al.,
2015), neuroprotetor (Li et al., 2023; Liu et al., 2024; Long et al., 2025), de biotransformacao
(Rusch et al., 2018), de inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE) (Gan et al., 2023), da a-
glicosidase (Rivera-Chavez et al, 2015), entre outras atividades. Na Tabela 2, estdo
representadas as principais moléculas encontradas em espécies de Xylaria, bem como suas
respectivas classes e atividades biologicas.

Tendo em vista a complexidade quimica de seus metabdlitos, espécies de Xylaria sdo
investigadas quanto ao seu potencial antibacteriano, observando-se atividade promissora
contra cepas resistentes (Ramesh et al., 2012). Em estudo recente de Luis-Yong et al. (2023),
extratos miceliais de Xylaria demonstraram inibi¢ao contra Pseudomonas syringae (CIM =
7,81 ug/mL), P. syringae pv. tabaci (CIM = 1,95 ug/mL) e P. putida (CIM = 1,95 pg/mL). O
fungo endofitico X. fejeensis produz o metabolito acido intégrico (11), capaz de inibir Bacillus
subtilis (CIM = 16 pg/mL) e cepa resistente de Staphylococcus aureus (CIM = 64 pg/mL)
(Rajendran et al., 2023). Além disso, ha pesquisas que mostram que espécies de Xylaria sdo
capazes de produzir o antifungico griseofulvina (18), um metabdlito de grande interesse
econdmico para a producdo de fairmacos antimicoticos (Park et al., 2005; Sica et al., 2016).

Ha muitos estudos na literatura que associam Xylaria a efeitos neuroprotetores pois,
tradicionalmente, os macrofungos de determinadas espécies, como X. nigripes e X. longipes,
sdo utilizados na medicina asidtica para o tratamento da insonia, aumento da imunidade e da
memoria, servindo também para aliviar os sintomas da depressio e doencas
neurodegenerativas (Deshmukh et al., 2021; Li et al., 2023; Liu et al., 2024; Long et al.,
2025; Peng et al., 2015). O estudo de Li ef al. (2023) demonstra o efeito neuroprotetor de

moléculas derivadas de acido metil-succinico (13) e de acido enoico (14) extraidas de X
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longipes, sendo capazes de inibir a apoptose e aumentar a viabilidade das células PC12 em
testes de privacao de oxigénio-glicose e lesdo de reperfusdo. Ha dados que expressam a
atividade neuroprotetora de sesquiterpenoides (16 ¢ 19) isolados de X. nigripes, com potencial
para reduzir o estresse oxidativo e aumentar a viabilidade celular (Chang et al., 2017; Long et
al., 2025),

As aplicabilidades de Xylaria s3ao diversas, sendo de grande interesse para o
desenvolvimento de tecnologias para a satide. No estudo de Doan et al., (2023), a fim de
estabelecer métodos de sintese bioldgica de nanoparticulas de prata (AgNP) para gerar
produtos dermatologicos, sintetizou-se AgNPs a partir de melanina extraida de Xylaria sp., as
quais foram promissoras na inibi¢do das bactérias Staphylococcus aureus e Cutibacterium

acnes.

2.4. Familia Rubiaceae Juss.

A familia Rubiaceae ¢ considerada a quarta maior familia taxondmica em nimero de
espécies entre as Angiospermas, compreendendo aproximadamente 611 géneros e 14.274
espécies (WFO, 2024). Suas plantas estdo amplamente distribuidas geograficamente, ou seja,
sao seres de carater cosmopolita, com predominancia em regides tropicais e subtropicais,

conforme a Figura 3.

Figura 3 - Distribuicdo geografica da familia Rubiaceae Juss.
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Fonte: Tropicos.org (2024).

Ao longo da América do Sul, a familia Rubiaceae se adaptou em diversos biomas,
mantendo-se em ambientes de clima arido e desértico, e também em regides de alta umidade,
como a Amazoénia, e de altitudes elevadas, como a Cordilheira dos Andes (Delprete; Jardim,
2012). No territdrio brasileiro, reinem-se cerca de 130 géneros e 1.430 espécies nas regides

Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sul, e nas ilhas ocednicas Fernando de Noronha ¢
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Trindade. Desse total, em torno de 109 géneros e 755 espécies estdo concentrados na
Amazonia (Flora e Funga do Brasil, 2025a).

A principal espécie representante das rubidceas ¢ Coffea arabica, conhecida
popularmente como “café”, sendo um elemento de grande interesse para a economia brasileira
desde o século XIX (Torres et al.,, 2021). Deste género, isola-se a cafeina (27), uma
substancia estimulante amplamente utilizada na produc¢do de farmacos. Outro exemplo sdo
Cinchona spp., espécies de onde se extrai a quinina (28), um alcaloide com propriedades
antimalaricas, utilizado como modelo para a producdo de farmacos sintéticos como a
cloroquina® (Boratynski et al., 2019).

No Brasil, outros representantes de Rubiaceae sdo as espécies Genipa americana
(jenipapo), cujas folhas e frutos sdo empregados na gastronomia, na producdo de bebidas e
para fins medicinais (Assis et al., 2023; Silva et al., 2018). Seus frutos também sao
explorados para a extragdo de corantes, tradicionalmente utilizados pelos povos indigenas na
confeccdo de pinturas corporais (Nathia-Neves et al., 2019). Os frutos de jenipapo sdo ricos
em genipina (29), um iridoide que, na presenca de oxigénio, reage com 0S grupos amina
presentes em aminoacidos, peptideos ou proteinas, gerando um pigmento azul escuro (Ahmed
et al.,2024).

Uncaria tomentosa (unha de gato) ¢ uma espécie muito explorada pelas comunidades
tradicionais da Amazonia por conta das acdes terapéuticas de seus extratos vegetais no
tratamento de infec¢cdes microbianas, inflamatérias e que acometem o trato gastrointestinal
(Heitzman et al., 2005). A partir das cascas de U. tomentosa, Rojas-Duran et al. (2012) isolou
a substancia mitrafilina (30) e avaliou que o composto reduz a produg¢ao de interleucinas,
evidenciando um potencial anti-inflamatorio.

A familia Rubiaceae ¢ muito importante para os estudos ecoldgicos nas regides
tropicais, no que tange a comparagao floristica de suas espécies, uma vez que elas apresentam
habitos variados (herbaceas, arbustivas, arboreas, lianas). Essa diversidade floristica favorece
a adaptabilidade e a abundancia de rubidceas presentes em inumeros ecossistemas (Delprete;
Jardim, 2012). Dessa maneira, essas plantas possuem grande valor para as comunidades
tradicionais ao redor do mundo e para a etnobotanica (Heitzman et al. 2005; Karou et al.,
2011).

As plantas da familia Rubiaceae sao muito utilizadas pelas comunidades tradicionais,
devido ao potencial terapéutico de seus extratos, e isso ocorre por conta da diversidade de
substancias bioativas presentes em suas espécies como alcaloides indolicos, antraquinonas,

flavonoides, iridoides, terpenoides, entre outras classes de moléculas (Martins; Nunez, 2015).
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Desse modo, ¢ reportado na literatura que os extratos vegetais dessa familia taxondmica
possuem atividade antibacteriana, anticancerigena, antidiabética, anti-inflamatoria,
antiplasmodial, contra o estresse oxidativo e até mesmo contra doengas neurodegenerativas
(Karou et al., 2011).

Em estudos realizados com Morinda citrifolia (noni), observou-se o potencial antiviral
da molécula 1,3-dihidroxi-5-metoxi-2,6-bismetoximetil-9,10-antraquinona (31) frente ao virus
HINI, além da sua atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (Wang et al.,
2016). Também ja foi constatado em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Bioprospeccao e Biotecnologia (LABB) que os extratos vegetais das espécies
Duroia macrophylla, Ferdinandusa rudgeoides € Palicourea guianensis possuem potencial
antimicobacteriano, apresentando concentra¢ao inibitéria minima (CIM) entre 25 e 50 pg/mL
contra a cepa RMPr de Mycobacterium tuberculosis, associando-se essa atividade a presenca
de flavonoides nos extratos (Carrion ef al., 2013).

As plantas da familia Rubiaceae detém uma variedade de fungos endofiticos que sdao
fontes de substincias promissoras e de potencial biotecnoldgico (Cruz et al., 2020). E
reportado que os endodfitos fungicos presentes em Cinchona ledgeriana sdo capazes de
produzir alcaloides similares a sua hospedeira, e essas substancias sdo importantes para o
desenvolvimento de antimaléaricos (Maehara et al., 2012; Maehara et al., 2019). Um estudo
realizado com fungos endofiticos de Geophila repens demonstrou que o microrganismo
Xylaria feejeensis tem potencial para sintese de sesquiterpenoides com atividade
antibacteriana (Rajendran et al., 2023). A partir da espécie Psychotria horizontalis, isolou-se
uma nova espécie de fungo endofitico do género Mycosphaerella sp., cujo extrato micelial
expressou atividades bioldgicas promissoras e de onde se isolou a substancia cercosporina

(32), que apresentou potencial antiparasitario e citotoxico (Moreno et al., 2011).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos metabolitos encontrados em Rubiaceae
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Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0

2.5. Género Palicourea (Rubiaceae)

A alianca taxondmica Psychotricae abrange as tribos irmas Palicoureeae e
Psychotrieae, que compreendem mais de 3.100 espécies, e seus géneros representantes sao
Palicourea. e Psychotria L., respectivamente (Berger et al., 2022a).

Ao longo dos séculos, os géneros Palicourea e Psychotria foram submetidos a
modificacdes taxondmicas em decorréncia da complexidade sistemdtica de suas plantas
(Delprete e Kirkbride Jr., 2016; Taylor, 1996). A partir de dados de filogenia molecular e
evidéncias morfologicas, compreende-se que Psychotria ¢ um género polifilético em que, por
consequéncia, diversas espécies foram reorganizadas. Baseado nesse contexto, andlises

moleculares indicam que as espécies de Psychotria subg. Heteropsychotria formam um clado
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de aproximadamente 600 espécies neotropicais com o género Palicourea (Delprete e
Kirkbride Jr., 2016; Taylor et al., 2010; Taylor, et al., 2015; Taylor, 2019), e por isso as
espécies desse subgénero foram transferidas para Palicourea. Devido a essas alteragdes,
muitos metabolitos anteriormente isolados de espécies de Psychotria passaram a ser
associados a Palicourea.

A tribo taxonOmica Palicoureeae abrange diversos géneros pantropicais, em que no
Brasil correspondem aos géneros Carapichea, Eumachia, Geophila, Notopleura, Palicourea ¢
Rudgea (Berger et al., 2022a; Delprete e Jardim, 2012). Palicourea ¢ um género neotropical
que abrange aproximadamente 695 espécies (POWO, 2024), de habito arboreo, arbustivo ou
subarbusto. Os espécimes de Palicourea encontram-se distribuidos no México, Caribe e em
paises da América Central e da América do Sul (Taylor et al., 2007). No Brasil, ocorre em
todas as regides do pais, com cerca de 179 espécies aceitas, abrangendo os dominios
fitogeograficos Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Flora e
Funga do Brasil, 2025b).

Palicourea ¢ um género reconhecido por plantas toxicas, cuja ingestdo causa danos a
satude e/ou Obitos em gados, trazendo prejuizos diretos e indiretos a agropecuaria (Oliveira, P.
et al., 2018; Riet-Correa et al, 2023). Isso se da pois suas espécies toxicas t€ém como
caracteristica o acumulo de monofluoroacetato (MFA), que ¢ uma substancia altamente
toxica, responsavel por causar faléncia cardiaca nos animais, além de lesdes renais como a
degeneracao hidrdpica das células do tubulo distal (Koether ef al., 2019; Ubiali ef al., 2020).

No Brasil, Palicourea marcgravii, popularmente conhecida como “cafezinho”, ¢ a
espécie de maior destaque do género, pois ¢ a principal causadora de mortes em bovinos
(Koether et al., 2019; Oliveira, P. et al., 2018; Ubiali et al., 2020). Apesar da sua alta
toxicidade, estuda-se o potencial bioldgico de P. marcgravii, a qual apresenta agdo acaricida
(Silva et al., 2011), citotéxica (Alexandrino et al., 2016) e inseticida (Gonzaga et al., 2008;
Lemes et al, 2021). Vale pontuar que o extrato oleoso de P. marcgravii ¢ um dos
componentes utilizados na producdo do formicida Bioisca® (2014), comercializado no Brasil
(MAPA, 2023; Oliveira et al., 2016).

As plantas de Palicourea sao amplamente utilizadas pela medicina tradicional, sendo
alternativa para o tratamento de doengas do trato respiratorio, gastrointestinal e urindrio,
infeccOes inflamatorias, ISTs, hepatite, hipertensdo, entre outras enfermidades (Santivaiez;
Angolini, 2024; Yazbek et al., 2016), e por isso sdo alvo para estudos. No estudo de Formagio
et al. (2022), avaliou-se que o extrato metandlico de Palicourea tomentosa possui ac¢ao

analgésica e anti-inflamatéria. O extrato metanoélico, as fragdes alcaloidicas e os alcaloides
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majoritarios isolados de P. minutiflora exibem agdo antiproliferativa e anti-inflamatoria
(Moura et al., 2020). Pal. apoda (sindbnimo: Psy. apoda), Pal. colorata (sindnimo: Psy.
colorata), Pal. hoffmannseggiana, Pal. macrobotrys, Pal. sessilis (sindbnimo: Psy. vellosiana),
Pal. tomentosa (sindbnimo: Psy. poeppigiana), Pal. violacea (sindbnimo: Psy. capitata) sao
espécies encontradas em territorio brasileiro e que demonstram um potencial antiplasmodial
(Santos et al., 2024). Dados similares foram reportados no estudo de Gontijo et al. (2021),
onde os extratos acido-base de P. apoda e P. colorata foram capazes de inibir em 100% o
crescimento do parasita Plasmodium falciparum, associando a atividade antimalarica aos
alcaloides pirrolidino-inddlicos.

Espécies de Palicourea t€m como marcadores quimicos os alcaloides indolicos
monoterpénicos (Berger et al., 2022b), e também sdo fontes de acidos fendlicos, cumarinas,
iridoides, flavonoides, fitoesterois e triterpenos (Santivaiiez; Angolini, 2024). No extrato
metanodlico de P. tomentosa, analises cromatograficas e espectrométricas apontam a presenga
de alcaloides, cumarinas, flavonoides, iridoides, derivados terpénicos e taninos (Formagio et
al., 2022). No estudo de Formagio et al. (2019), isolou-se o alcaloide croceaina A (34) do
extrato metanolico das folhas de P. crocea, que apresenta atividade anti-edematogénica.
Reporta-se a presenca do alcaloide vincosamida (42) em P. minutiflora, que expressa acao
seletiva frente ao crescimento de células de glioma (Moura et al., 2020).

Hé estudos na literatura que investigam o potencial dos fungos endofiticos de
Palicourea, reforgando o interesse quimico e bioldgico sobre seus microrganismos.
Hinterdobler e Schinnerl (2019) isolaram o fungo endofitico Arthrinium sp. de Palicourea
solitudinum, que foi capaz de produzir griseofulvina (18) e seu derivado 7-decloro-
griseofulvina (33), além de reportarem a presenca da substincia 4cido piliformico (34) em
Fusarium proliferatum. Hinterdobler et al. (2023) reporta o isolamento do fungo endofitico
Xylaria sp. (hospedeira: Palicourea elata) e quatro novas moléculas denominadas
lagambasinas A-D (37-40), alcaloides do grupo das citocalasinas (Tabela 3).

Conforme Santos et al. (2021), os fungos endofiticos Colletotrichum sp.,
Pestalotiopsis sp. e Diaporthe sp. (hospedeira: Palicourea rigida) foram capazes de produzir
compostos fendlicos e flavonoides, além disso os seus extratos fungicos apresentaram

atividade antioxidante, antimicrobiana e de toxicidade frente a Artemia salina.



Tabela 3 - Substincias presentes em espécies de Palicourea € em seus fungos endofiticos
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Estrutura molecular Substancia hoIs)Il)il(llt;ra Bioatividade Referéncia
0]
HO Z Elias et al. (2018)
HO acido piliférmico P. solitudinum antifingica Hlnterdogc(e)rlz)s chinnerl
0]
(33)

(36)

croceaina A P. crocea anti- Formagio et al.
’ edematogénica (2019)
. . Amador et al. (2000)
hodgkinsina P. colorata analgésica Berger ef al. (2022a)
lagambasina A P. elata ndo reportada  Hinterdobler et al. (2023)
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Planta

Estrutura molecular Substancia . Bioatividade Referéncia
hospedeira
lagambasina B P. elata ndo reportada  Hinterdobler et al. (2023)
lagambasina C P. elata ndo reportada  Hinterdobler et al. (2023)
lagambasina D P. elata ndo reportada  Hinterdobler et al. (2023)
39)
_-oH
quercetina 3-O-f-p- P. rigida anti-inflamatoria Pinheiro et al.

glicosideo

(2018)
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Estrutura molecular Substancia Plantz! Bioatividade Referéncia
hospedeira
. .. . Benevides et al.
solidagenone P. spectabilis antifungica (2004)
vincosamida P. minutiflora anti-inflamatoria Moura et al.
’ : citotoxica (2020)
Hinterdobler e Schinnerl
7-decloro-griseofulvina  P. solitudinum antifingica (2019)
) Zhao et al.
(2012)

(43)

Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0

2.6. Espécie Palicourea prancei (Steyerm.)

Palicourea prancei (Steyerm.) (basionimo: Psychotria prancei Steyerm.) (Borhidi,
2017; Delprete e Kirkbride Jr., 2016) é uma espécie arbustiva, com até 3 metros de altura, que
apresenta folhas densas, pilosas e, geralmente, com a face abaxial arroxeada (Figura 5).
Encontra-se distribuida ao longo da regido amazdnica, abrangendo paises como Suriname,
Guiana Francesa e o norte do Brasil nos estados do Amazonas e do Amapa (Borhidi, 2017;
Delprete e Kirkbride, 2016; Flora e Funga do Brasil, 2025b). Em Manaus, essa espécie se
encontra distribuida na Reserva Florestal Adolpho Ducke, em areas de platdo (Taylor et al.,
2007). Em um estudo realizado por Kinupp (2002, p. 44), contabilizou-se um total de 107
espécimes de P. prancei em areas de platdé da Reserva Ducke, dispersas entre altitudes de 45 a

100 m, e de inclinacdo média até 20°.
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Figura 5 - Ocorréncia da espécie Palicourea prancei em territorio brasileiro, suas caracteristicas morfologicas e
botanicas

Filo: Streptophyta

Classe: Equisetopsida

Subclasse: Magnoliidae

Ordem: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Palicourea Aubl.

Espécie: Palicourea prancei (Steyerm.)
Delprete & J.H. Kirkbr., comb. nov.
Psychotria prancei Steyerm.

Fonte: Flora e Funga do Brasil (2024a) Fonte: POWO (2024)

Fonte: iNaturalist

Hé4 uma escassez de dados fitoquimicos de P. prancei, mas segundo o estudo de
Cavarsan et al. (2017), os extratos organicos (DCM/MeOH 1:1) e aquosos das partes aéreas
desta planta apresentaram moderada atividade antioxidante. Além disso, para ambos os
extratos, analises em cromatografia em camada delgada foram positivas para o revelador
Dragendorff, sugerindo a presenca de alcaloides. Os extratos nao revelaram em reagente KOH
5%, e nem em reativo de Kedde, indicando que nos extratos vegetais de P. prancei estdo
ausentes substancias como antraquinonas e cardenolideos.

Também nao hd dados na literatura sobre os fungos endofiticos encontrados nessa
espécie, o que torna o presente estudo importante para investigar o potencial quimico e

biotecnoldgico dos microrganismos fungicos de P. prancei.

2.7. Bactérias patogénicas e resisténcia antimicrobiana

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2022), a resisténcia microbiana ¢
um problema de satide publica e socioecondmico de urgéncia mundial, que coloca em risco a
satide humana e animal. A resisténcia microbiana tem como protagonistas bactérias, fungos,
parasitas e virus, que atuam como patdgenos resistentes ao uso de drogas convencionais para
o tratamento de doencas como tuberculose, malaria, pneumonia, diarreia e ISTs, tendo como
consequéncia o aumento do nivel de mortalidade dessas patologias (OMS, 2017).

A partir de um estudo de analise sistematica realizado no ano de 2019, estimou-se que
4,97 milhdes de mortes estavam associadas a resisténcia aos antimicrobianos, em que 1,27
milhdes de mortes atribuiam-se a bactérias resistentes, descrevendo-se que cada um dos seis
principais patdgenos bacterianos (Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae)

foram responsaveis por pelo menos 250.000 mortes (Murray et al., 2022). Esta problematica



38

se agravou durante o periodo da pandemia de SARS-CoV-2, devido as co-infecgdes
bacterianas relacionadas as condi¢des da patologia e também pelo uso inapropriado de
antimicrobianos (Freire et al., 2023; Rehman, 2023; Segala et al., 2021).

O uso indisciplinado e excessivo de antibidticos na medicina e em praticas
agropecuarias contribui para o desenvolvimento de cepas resistentes. A exemplo, o consumo
de sulfonamidas gera residuos ao meio ambiente, visto que este medicamento ndo ¢
totalmente metabolizado pelos organismos, levando a contaminagdo de sistemas aquaticos €
da agricultura, o que ameaca a satide humana, animal e vegetal (Chaturvedi et al., 2021; Lv et
al., 2021; Moghadam et al., 2023). A concentracao de micropoluentes em corpos aquaticos e
no solo levam ao desenvolvimento de microrganismos multirresistentes a antibioticos de uso
comum (Chaturvedi ef al., 2021).

Os patdégenos ESKAPE, acronimo para Enterococcus faecium (E), Staphylococcus
aureus (S), Klebsiella pneumonia (K), Acinetobacter baumannii (A), Pseudomonas
aeruginosa (P), Enterobacter spp. (E), sdo bactérias multirresistentes e os principais agentes
causadores de infecgdes nosocomiais, transmitidas frequentemente em unidades de tratamento
intensivo (UTIs) (Aloke; Achilonu, 2023). Por conta da urgéncia e da alta taxa de mortalidade
causada por esses microrganismos, eles fazem parte da lista de patogenos prioritarios da
OMS, onde estdo listadas bactérias como Acinetobacter baumannii, Campylobacter spp.,
Citrobacter spp., Morganella spp., Providencia spp., Proteus spp., Serratia spp., entre outros
microrganismos patogénicos (OMS, 2017). Na Tabela 4, consta-se as respectivas patologias e
resisténcias de algumas dessas bactérias.

A resisténcia bacteriana ¢ um mecanismo natural e evolutivo, que se divide em duas
classes: resisténcia adquirida ou intrinseca (Blair ef al., 2015). A resisténcia adquirida ¢
favorecida pela plasticidade das células bacterianas, que sdo capazes de modificar seu codigo
genético frente as condicdes impostas pelo ambiente, em especial quando expostas a
antibioticos. Nessas circunstincias, as bactérias compartilham material genético por meio de
processos que envolvem conjugacdo, transducdo e translocacdo de genes de resisténcia
(Bobate et al., 2023; Munita; Arias, 2016; Okaiyeto et al., 2024). A resisténcia intrinseca diz
respeito as caracteristicas funcionais ou estruturais que a bactéria apresenta, como a presenga
de um envoltorio celular complexo, que confere a esses microrganismos prote¢ao e resisténcia
aos danos quimicos, fisicos e bioldgicos (Blair et al., 2015; Brown et al., 2020; Okaiyeto et
al., 2024).

Baseado na composi¢do da parede celular, as bactérias podem ser classificadas como

gram-positivas ou gram-negativas. As bactérias gram-positivas possuem uma camada de
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peptidoglicano mais espessa do que as gram-negativas, com estruturas de acido teicoico e
lipoteicoico ancoradas ao longo da membrana citoplasmatica, que auxiliam no fator de
viruléncia e de adesdo celular (Brown et al., 2020). Diferentemente, as bactérias gram-
negativas apresentam maior resisténcia aos antibidticos, dada a composi¢do de sua parede
celular, que ¢ constituida por uma camada externa de lipopolissacarideos a qual atua
protegendo a camada de peptidoglicano (Brown et al., 2020; Okaiyeto et al., 2024).

Tanto as bactérias gram-positivas quanto as gram-negativas sdo capazes de produzir
biofilmes, que ¢ a habilidade desses microrganismos de sintetizar uma matriz polimérica
extracelular de modo a aumentar a adesdo bacteriana em superficies bidticas ou abidticas,
favorecendo sua sobrevivéncia em ambientes hostis e tornando a atividade patogé€nica mais
resistente a acdo de bactericidas. A formacao de biofilmes ¢ muito comum entre bactérias
presentes em ambientes hospitalares, sendo responsaveis por infecgdes nosocomiais
(Fernandez-Billon ef al., 2023; Ruhal; Kataria, 2021).

Em virtude do cenario de super-resisténcia dos microrganismos patogénicos, 0s
produtos naturais sdo explorados para o desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos
realizados com extratos brutos e substancias isoladas de fungos endofiticos demonstram a
atividade desses metabolitos contra bactérias de prioridade da OMS. A exemplo, extratos de
fungos endofiticos de Palicourea rigida mostraram-se inibitorios contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis (Santos et al., 2021). Os extratos
brutos de fungos endofiticos da hospedeira Geophila repens apresentaram atividade
antibacteriana contra Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ¢
Staphylococcus aureus (Rajendran et al., 2023). O acido graxo glicosidico isolado do fungo
endofitico da planta Scyphiphora hydrophyllacea expressou efeito inibitdrio contra

Staphylococcus aureus e contra cepas resistentes frente a meticilina (MRSA) (Zeng et al.,

2012).
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Coloracao
Microrganismo Patologia Resisténcia Referéncias
£ GRAM g
Patogeno  oportunista, comum em
ambientes hospitalares e que afeta Cepas  resistentes a  antibioticos
) . . pacientes em estagio critico. Capaz de carbapenémicos. Sua resisténcia aos Harding et al., 2018;
Acinetobacter baumannii negativa L N , ] . . . .
causar pneumonia, infecgdes de pele, do farmacos esta associada a capacidade de Kipsang et al., 2023.
sistema circulatorio, do trato urinario, produzir biofilmes.
infecgdes nosocomiais e cirurgicas.
Patégeno  oportunista  que  causa
gastroenterites, sépsis, fascite necrosante, e o
. Antibioticos como ampicilina,
endocardite e  zoonoses.  Agente o o .
. . bacitracina, penicilina, tetraciclina e
etiologico de doengas em peixes, .. . ,
. . . (L , estreptomicina. Sua resisténcia esta Rasmussen-Ivey et al.,
Aeromonas hydrophila negativa anfibios, répteis, aves e mamiferos. Causa

infecgdes em peixes sob condigdes de
estresse e de poluicdo aquatica, que
podem ser transmitidas ao ser humano
apos o consumo alimentar.

associada a capacidade de produzir
biofilmes, além da sintese de toxinas
extracelulares.

2016; Semwal et al., 2023.
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Microrganismo

Coloracao
GRAM

Patologia

Resisténcia

Referéncias

Escherichia coli

negativa

Patogeno capaz de se adaptar em diversas
condigdes ambientais. Faz parte da
microbiota gastrointestinal humana e
animal, ¢ em condig¢des propicias, pode
causar infecgdes em seus hospedeiros
como diarreia, infec¢des do trato urinario,
meningite, septicemia, bacteremia e
pneumonia. Associa-se a contaminagdes
hospitalares, satide alimentar e poluigdo
de sistemas aquaticos.

Antibioticos beta-lactamicos (ampicilina,
amoxicilina-acido clavulanico,
penicilina). Sua resisténcia se associa a
expressdo de genes de resisténcia contra
antibioticos, que permite a sintese de
enzimas como as beta-lactamases.

Ramatla et al., 2023;
Ramatla et al., 2024.

Enterococcus faecalis

positiva

Encontra-se presente na microbiota
estomacal de diversos animais, desde
humanos até insetos. Causa infecg¢les
oportunistas em individuos
imunossuprimidos. ~ Responsavel  por
contaminagdes em ambientes hospitalares
e ecossistemas aquaticos.

Antibidticos
oxitetraciclina e

ciprofloxacino,
ampicilina.  Sua
resisténcia se associa aos fatores de
viruléncia controlados por quorum
sensing e pela formagao de biofilmes.

Ali et al., 2022; Xiao et al.,
2024.

Klebsiella pneumoniae

negativa

Infecgdes que acometem diversos Orgaos,
principalmente o trato respiratorio e
gastrointestinal. Agente etioldégico de
pneumonias, doengas no sistema nervoso
central, meningite, bacteremia, infec¢des
endovasculares. Afeta pacientes
imunossuprimidos em alas de tratamento
intensivo.

Algumas cepas sdo resistentes aos
antibioticos carbapenémicos. Capaz de
formar biofilmes que se aderem a
diversas superficies

Saifi et al., 2024; Wang et
al., 2023,
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Coloracao
Microrganismo Patologia Resisténcia Referéncias
& GRAM .
Patogeno oportunista que esta presente na Cepas resistentes a uma variedade de
microbiota de  seres  mamiferos. antibioticos, sendo eles: glicopeptideos, Alsaadi ef al.. 2023+ Liu ef
. . , ~ .. . . . saadi et al. ; Liu e
Morganella morganii negativa Responsavel por Infecgdes nosocomiais, lincosamidas, estreptograminas, / 2’ 016 ’
. . . . .. - . al.
em pacientes imunossuprimidos e rifampicina, tetraciclinas, colistina e ’
pacientes em tratamento intensivo. nitrofurantoina.
Pneumonia, infecgdes no trato
gastrointestinal, no trato urinario, na pele, . e
. . . Cepas resistentes aos antibidticos .
. . otite externa, ceratite bacteriana. Causa .. . Li et al., 2024; Sathe et al.,
Pseudomonas aeruginosa negativa . . ~ . carbapenémicos,  fluoroquinolonas e
sérias infecgdes em pacientes . 2023
. . cefalosporinas.
imunossuprimidos e em alas de
tratamento intensivo.
Patogeno presente na microbiota de aves
e suinos, responsavel pela contaminacdo o S
. . . P , p. ¢ Resisténcia  aos  antibioticos beta-  Monte et al., 2019; Santos
Salmonella enterica negativa de alimentos. Além de infectar humanos,

afeta animais domésticos € ndo-

domésticos (mamiferos, aves e répteis).

lactamicos, carbapanémicos e colistina.

etal, 2022.
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Coloracao
Microrganismo Patologia Resisténcia Referéncias
g GRAM g
Patogeno  oportunista, presente na
microbiota de corais, nematoides, insetos,
plantas e mamiferos. Afeta pacientes
imunossuprimidos, causando pneumonia. o e .
. p. R P L Resisténcia  aos  antibioticos  beta- Sandner-Miranda et al.,
. . sépsis, meningite, peritonite, endocardite, .. . ., .
Serratia marcescens negativa . : ~ R lactamicos, aminoglicosideos, quinolonas  2018; Tavares-Carreon et
artrite e infecgdes cutidneas e no trato )
. , . e macrolideos. al., 2023.
urinario. Também causa risco
fitossanitario em determinadas culturas
como milho, pimenta, girassol, entre
outros.
Patégeno  oportunista, presente na
microbiota da mucosa e da pele.
) cosa P . o Samutela et al., 2021;
. Responsavel por infecgdes cutineas, Cepas resistentes aos antibioticos beta-
Staphylococcus aureus positiva Tataru et al., 2023

sépsis, pericardite,  osteomielite,
meningite, pneumonia, endocardite e
contaminag¢do de fontes alimenticias.

lactamicos (cefalosporinas e penicilinas)
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2.8. Artemia salina L.: ensaio de toxicidade frente ao crustaceo

Artemia Leach é um género de crustaceos filtradores adaptados para sobrevivéncia em
ambientes hipersalinos, muito utilizado na aquicultura como principal fonte de nutrientes para
peixes e outros animais (Dairiki et al., 2022; van Stappen, 2002).

A espécie Artemia salina ¢ utilizada como organismo modelo em testes de toxicidade
por conta da sua correlacdo com testes de atividade antitumoral realizados em mamiferos
(Parra ef al., 2001; Hamidi ef al., 2014; Hossain et al., 2018). O ensaio consiste em investigar
o percentual de letalidade de substancias contra as larvas (ou nauplios) de Artemia, a fim de
calcular a concentragdo letal de 50% (CLso) das amostras e avaliar seus niveis de toxicidade.

Os resultados dos testes com 4. salina podem ser indicativos para bioatividade contra
células tumorais (Narkhede et al., 2022), ou que as amostras ndo sao toxicas frente células
saudaveis (Naidu et al., 2014; Sereno et al., 2024; Spinelli et al., 2023). Experimentos com A.
salina sdo acessiveis, rapidos, econdmicos e reprodutiveis para a rotina laboratorial, além de
serem uma alternativa com menos restricdes éticas em comparacdo aos ensaios
convencionais, por se tratarem de seres invertebrados (Libralato et al., 2016; Freires et al.,
2017; Ntungwe et al., 2020).

Esses organismos sao muito utilizados em testes ecotoxicologicos, que avaliam os
impactos ambientais de agentes quimicos e fisicos em populagdes e comunidades de um
ecossistema definido, como em estudos para avaliagdo da nanotoxicidade de ambientes
aquaticos (Do et al., 2023; Rajabi et al., 2015; Persoone; Wells, 1987). Além disso, sdo
empregados em bioensaios para avaliacao da toxicidade de produtos naturais, como extratos
de plantas e de microrganismos, visto que seus resultados sdo utilizados como pardmetro para
selecdo das substancias de interesse para estudos in vivo (Arcanjo et al., 2012; Hossain et al.,

2018; Ntungwe et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar a composicdo quimica e a atividade bioldgica dos extratos de fungos

endofiticos de Palicourea prancei.

3.2. Objetivos especificos
e C(Caracterizar o perfil quimico dos extratos de fungos endofiticos de P. prancei.
e Avaliar as atividades antibacteriana e de toxicidade sobre Artemia salina dos extratos
brutos de fungos endofiticos de P. prancei;

e [solar e identificar as substancias contidas no extrato do fungo endofitico selecionado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e desinfestacio do material vegetal para isolamento dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos utilizados neste estudo foram isolados de folhas da planta P.
prancei pelo Dr. Weison Silva em 2016, com espécime coletado na Reserva Florestal Adolfo
Ducke (coordenadas: 2°48” S, 59°54° W) em 29/06/2016 e exsicata depositada no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA I), sob o numero de registro 276383. O
estudo estd registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN/MMA) sob o nimero: ADAOFBO9.

Os processos de desinfestacio do material vegetal, isolamento, purificacdo e
conservagdo dos fungos endofiticos foram realizados no Laboratorio de Bioprospecgdo e
Biotecnologia (INPA 1), pelo Dr. Weison Silva em 2016. O material vegetal foi submetido a
uma pré-desinfestacdo, com lavagem em agua corrente para a eliminagdo de sujidades. O
processo de desinfestagdo foi realizado em cabine de seguranga bioldgica, segundo o
protocolo de Souza (2006), utilizando-se alcool 70% e hipoclorito de sodio 2,5% como
agentes desinfestantes. Apos a desinfestacdo, as folhas foram seccionadas em fragmentos de
aproximadamente 1 cm, sendo inoculados 5 fragmentos em cada placa de Petri contendo meio
Sabouraud dextrose 4gar (SB) e meio batata dextrose agar (BDA), suplementados de
antibidtico oxitetraciclina (125 pg/mL). As placas foram incubadas em BOD a 30 °C por 12
dias para acompanhamento do crescimento dos fungos endofiticos ao longo do fragmento
vegetal. Realizou-se o controle da 4gua de lavagem para verifica¢do da eficiéncia do método
para a eliminacdo dos microrganismos epifiticos, aliquotando-se 500 pL em trés placas

contendo os meios de cultura SB e BDA.
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Atestada a efetividade da desinfestagdo, realizou-se o repique dos fungos em novos
meios de cultura (SB e BDA) para a purificacdo das colonias. Os fungos endofiticos foram
conservados pelo método de criopreservacdo, onde os fragmentos miceliais de cada fungo
foram transferidos para microtubos contendo solu¢do de caldo nutriente e glicerol a 20% v/v
para acondicionamento em ultrafreezer (-80 °C) (Figura 6).

Figura 6 - Ilustracdo dos processos de desinfestacdo, isolamento, purificagdo e conservagdo dos fungos
endofiticos isolados de P. prancei

@ Desinfestacio @ Isolamento
D =

% —4 (= ‘\3\
| -y :
¢ Ewm ’ ] | | m
Lavagem em agua 1 ) - Meio BDA
EtOH 70% NaClO 2,5% \
-]
-

corrente i0 S
(1 min) (4 min) AR

500 pL da »
altima agua de =

lavagem /ﬁ - | ’ - ’ - -

Controle da H_O (3 min) EtOH 70% Oxitetraciclina
i : ; (125 pg/mL)
assepsia 3 lavagens (1 min)

@ Purificaciao @ Conservacio
- )

Meio BDA CH_T
ase
Meio SB L 4/

\E

— N =

*procedimento realizado pelo Dr. Weison Silva em 2016
Tlustragdes elaboradas na plataforma BioRender.com

Caldo nutriente +
& -80°C glicerol 20% v/v

4.2. Reativacio dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos de P. prancei que estavam criopreservados a -80 °C foram
reativados em meios solidos batata dextrose agar (BDA) e 4gar Sabouraud (SB). Em cada
placa, foi adicionado um fragmento preservado no centro do meio de cultura. As placas foram
acondicionadas em incubadora BOD (30 °C) para crescimento durante 12 dias. Apos esse
periodo, cada cultura vidvel foi separada e agrupada em fun¢@o do padrio de crescimento dos
micélios e das semelhancas macroscopicas do verso das placas, a fim de reunir possiveis
grupos pertencentes a0 mesmo género e/ou espécie. Ao total, foram reativados 35 fungos

endofiticos, onde 12 microrganismos foram selecionados e agrupados em 6 grupos.
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4.3. Avaliacao preliminar dos metabdlitos dos fungos endofiticos de Palicourea prancei
4.3.1. Cultivo submerso em pequena escala dos fungos endofiticos e extracdo dos
metabolitos dos micélios

Na Figura 7, estd representado o fluxograma das etapas do cultivo submerso. Os
fungos reativados foram submetidos ao cultivo submerso em meio liquido contendo 250 mL
de caldo Sabouraud acrescido de 0,2% de extrato de levedura (SBL) em frascos Erlenmeyer
de 500 mL. Foram inoculados 3 fragmentos de fungos reativados em cada frasco. Os
fragmentos foram seccionados com didmetros de aproximadamente 7 x 7 mm, coletando-se os
in6culos da extremidade dos micélios, referente as regidoes de crescimento mais recente do
microrganismo. Os frascos foram mantidos em incubadora Shaker (Tecnal, TE-420) durante
20 dias a 30 °C, a 120 rpm. Apo6s o término do cultivo, realizou-se filtracdo a vacuo
(Kitassato, funil de Buchner e papel filtro) para separagdo dos micélios e dos caldos
metabolicos. Em seguida, os micélios de cada fungo foram secos em papel filtro e pesados em
balanga semi-analitica para aferir o valor da massa micelial e realizar o calculo do
rendimento.

Para a extragdo dos metabolitos dos micélios, foram realizadas 3 extragdes com
solvente metanol (MeOH) em banho de ultrassom (Unique, Ultra Cleaner) por 20 min, para
cada extracdao. A quantidade de MeOH utilizada para as extra¢des obedeceu a propor¢ao de 1
g de micélio para 5 mL de solvente. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatorio
(Fisatom, 550) a 40 °C, a 40 rpm e postos para secagem completa do solvente, para posterior
pesagem das massas obtidas e calculo de rendimento.

Massa do extrato

Rendimento (%) = VMassa micelial X 100
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Figura 7 - Fluxograma do cultivo submerso em caldo Sabouraud (SBL) dos fungos endofiticos de P. prancei
para obtengdo dos extratos MeOH

Cultivo submerso em caldo
Sabouraud (SBL)

Filtra¢do a vacuo

Micélio Caldo

1) Secagem em papel filtro;
2) Extracdo com MeOH (3x)
em ultrassom (20 min); :
3) Concentragdo; Congelamento
4) Secagem em capela. ;

__________________________

..........................

Extrato MeOH ' Residuo

4.3.2. Anadlise cromatografica dos extratos fungicos

Para a analise inicial do perfil quimico dos extratos fingicos, aplicou-se a técnica de
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), sendo utilizadas cromatofolhas de
silica (Alugram® Xtra SIL) com indicador de fluorescéncia UV 254 nm. As aliquotas das
amostras solubilizadas (100 mg/mL) foram aplicadas nas cromatoplacas com auxilio de
capilares de vidro. Como fase movel, utilizou-se sistemas de solventes organicos em
diferentes proporc¢des. Apos a eluicao, a fim de revelar as substancias de interesse presentes
em cada amostra, empregou-se como revelador fisico a luz ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, e como reveladores quimicos: anisaldeido sulfurico,
cloreto de aluminio (AICl3), cloreto férrico (FeCls), reagente de Dragendorff, sulfato cérico

(Ce(S04)2) e vapores de iodo (Collins ef al., 2006).

4.4. Identificacio do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8

A identificacdo pelo método molecular do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8
foi realizado na Fundac¢ao Oswaldo Cruz — Instituto Lednidas e Maria Deane (FIOCRUZ) em
Manaus - AM, consistindo nas etapas: extracdo do DNA gendmico, amplificacdo da regido

ITS, purificagdo do produto amplificado e sequenciamento.
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Foi extraido o DNA genomico do microrganismo selecionado por meio do kit DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen) conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras
foram amplificadas por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com a utilizagdo de
iniciadores que flanqueiam alvos desde a regido 3’ do gene 18S rRNA até a regido 5’ do gene
28S rRNA, correspondente ao espagador interno transcrito (ITS) ITS1 - 5,8S - ITS2. Esta
regido apresenta alto nivel de conservacao e ¢ muito utilizada em estudos de caracterizacdo de
espécies fungicas (Gurgel, 2020b).

As amplificacdes da regido ITS de cada microrganismo foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose, corado com GelRed (Biotium). A purificacdo dos fragmentos
amplificados foi realizada com PEG 20% para remocdo dos reagentes ndo incorporados
durante a amplificagdo, para posterior sequenciamento nucleotidico pela técnica de Sanger, na
plataforma genomica do ILMD. Os eletroferogramas foram utilizados para a constru¢do dos
contigs ¢ contagem final de cada sequéncia, com auxilio de softwares de bioinformatica. As
sequéncias obtidas foram submetidas a identificagdo a nivel de espécie por meio de
comparagao com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank.

A identificagao morfologica do género do fungo selecionado foi realizada em parceria

com o Laboratorio de Quimica Aplicada a Tecnologia (EST/UEA).

4.5. Avaliacao quimica dos metabdlitos do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8
4.5.1. Cultivo submerso em escala ampliada e extragao dos metabolitos dos micélios

O fungo Xylaria cubensis G1 PP8 foi submetido ao cultivo submerso em escala
ampliada, onde os parametros de volume e fragmentos foram ampliados em 10 vezes em
relagdo as condi¢des do cultivo inicial descrito no item 4.3.1. Preparou-se um volume total de
5.000 mL de caldo Sabouraud acrescidos de 0,2% de extrato de levedura, dividindo-se 2.500
mL de meio liquido em dois frascos com volume de 5.000 mL. Foram inoculados nos
respectivos frascos 30 fragmentos dos micélios do fungo. Cada fragmento apresentava
diametro equivalente a 7 x 7 mm e coletou-se os inoculos da extremidade dos micélios,
referente as regides de crescimento mais recente do fungo. As condi¢des de crescimento,
secagem e filtracdo estdo descritas no item 4.3.1.

Os metabolitos miceliais foram extraidos com solvente MeOH (400 mL), em trés
repeti¢des, com auxilio do banho de ultrassom durante 20 min. O contetido extraido foi
concentrado em evaporador rotatério (40 °C, 40 rpm). O material concentrado foi posto para
secagem em capela de exaustdo, para posterior pesagem das massas obtidas e célculo de

rendimento. O extrato foi submetido a analises quimicas (CCDC e RMN de 'H) e biologicas.
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A Figura 8 contém um resumo dos procedimentos realizados para a obtencdo do

extrato MeOH micelial e sua fase AcOEt, a qual foi utilizada para o fracionamento.

Figura 8 - Fluxograma do cultivo em escala ampliada do fungo X. cubensis G1 PP8 para obtengdo do extrato
MeOH do micélio e sua fase AcOEt

Cultivo submerso de X. cubensis G1 PP8
em caldo Sabouraud (SBL)

Filtragio a vacuo

Micélio

1) Secagem em papel filtro;
2) Extra¢do com MeOH (3x)
em ultrassom (20 min);

3) Concentragdo;

4) Secagem em capela.

Extrato

MeOH

Parti¢do liquido-liquido

Fase AcOEt

Fase

Hidrometanolica

Caldo

4.5.2. Particao liquido-liquido do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8

O extrato MeOH (10,008 g) do micélio foi solubilizado em solu¢ao hidrometanolica

(7:3 v/v), obedecendo a proporcdo de 1 g de extrato para 50 mL de solu¢do. Apos a

solubilizacdo, a solucdo hidrometandlica foi transferida para um funil de separacao,

adicionando-se solvente AcOEt na propor¢do 1:1 v/v, promovendo uma mistura intima entre

as substincias que possuiam afinidade com o solvente por meio de agitacdo dos liquidos.

Ap0s a agitacdo, o funil foi mantido em repouso até a formagao de duas fases de liquidos

imisciveis. Esse processo foi realizado em trés repetigdes, até que a fase com o solvente

AcOEt estivesse incolor (Figura 9). Ao fim, obteve-se as fases AcOEt e hidrometanoélica, que

foram submetidas a concentracdo em evaporador rotatdrio e secagem em capela de exaustdo

de gases. Apos a secagem, aferiu-se a massa total das fases em balanga analitica e aplicaram-

se técnicas de CCDC para a obteng¢do de seus perfis quimicos, conforme descrito no item
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4.3.2. A partir disso, a fase AcOEt foi selecionada para o fracionamento e realizagdo dos

ensaios bioldgicos.

Figura 9 - Etapas do processo de partigdo liquido-liquido do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8

@ Preparo da mistura hidrometanoélica @ Adicio do solvente e formagio das fases
‘x
) =
Solvente AcOEt
-,
1:50 (1:1vlv) T
———
Extrato MeOH Solugiao
10 : S ! | \ Fase AcOEt
(10 g) hidrometandlica Mistura .
(7:3vlv) . e
hidrometandlica /
Fase H,0 + MeOH

@ Coleta das fases
o i !

. a

v |

Funil de separacgao
(2000 mL)

Fase AcOEt

Fase HZO + MeOH

[lustragdes elaboradas na plataforma BioRender.com

4.5.3. Fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8

As andlises realizadas em CCDC foram utilizadas como parametro para a escolha da
fase estaciondria e dos eluentes mais eficazes para a separagdo dos metabolitos da fase AcOEt
do extrato MeOH do fungo X. cubensis G1 PP8. Para o isolamento e purificagdo das
substincias de interesse, foram empregadas técnicas de cromatografia em coluna aberta
(CCA). A Figura 10 representa o fluxograma do fracionamento.

Para o fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH, inicialmente obteve-se uma
pastilha preparada com alumina neutra e 680 mg da amostra. A pastilha foi adicionada a
coluna (h x @: 40 x 1,5 cm) empacotada com alumina neutra, obedecendo-se & proporcao
1:100 (1 g de extrato : 100 g de fase estacionaria). A elui¢do foi realizada com DCM,
gradientes de DCM/MeOH e finalizada em MeOH. Ao fim, coletou-se 65 fracdes (Quadro 1)
as quais foram analisadas por CCDC (método descrito no item 4.3.2) e posteriormente

reunidas.



Figura 10 - Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8

Fase AcOEt do ext. MeOH do
micélio

CCA

Massa da amostra: 680 mg
Fase estaciondria: Al,O4

hx@:40x1,5cm

Eluentes: DCM, MeOH
Volume morto: 80 mL

Total de fragoes: 65

Quadro 1 - Sistemas de elui¢do utilizados para o fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de

1-2 14-16 17-20 24-25
10,7 mg 2.9 mg 88,6 mg 25 mg
CCA

Fase estaciondria: SiO,
hx©:275x 1 cm
Eluentes: DCM, MeOH
Volume morto: 30 mL
Total de fragdes: 18

7

5

36,2 mg

6-7
S mg

)

mistura com alto

teor da substincia 1

X. cubensis G1 PP8 e as respectivas fracdes coletadas de cada sistema

)

substincia 1

Cromatografia em coluna aberta da fase AcOEt

Sistema de eluicao

Fracodes coletadas

DCM 100%

DCM/MeOH 95:5
DCM/MeOH 9:1

DCM/MeOH 8:2

DCM/MeOH 7:3

DCM/MeOH 1:1
MeOH 100%
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A fracdo 17-20 (88,6 mg) foi submetida a novo fracionamento em coluna aberta de
silica gel (230-400 mesh, h x ©@: 27,5 x 1 cm) e eluida em DCM e em gradientes de
DCM/MeOH, obtendo-se 18 fracdes no total (Quadro 2), as quais foram analisadas por
técnicas de CCDC (método descrito no item 4.3.2). As fragdes 5 (36,2 mg) e 6-7 (5 mg)
apresentaram indicios de substincia nitrogenada ao revelarem em reagente de Dragendorff e
foram enviadas para andlises uni e bidimensionais de RMN. Da fra¢do F6-7, isolou-se a
substancia 1, enquanto F5 demonstrou ser mistura da substancia em questao.

Quadro 2 - Sistemas de eluigdo utilizados para o fracionamento da mistura de fragcdes F17-20 e as respectivas
fracGes coletadas de cada sistema

Cromatografia em coluna aberta da fracao F17-20
Sistema de eluicao Fracgoes coletadas
DCM 100% 1
DCM/MeOH 99:1 2-4
DCM/MeOH 98:2 5-6
DCM/MeOH 97:3 7
DCM/MeOH 95:5 8-10
DCM/MeOH 9:1 11-13
DCM/MeOH 8:2 14-16
DCM/MeOH 7:3 17-18

4.6. Identificacdo estrutural da substancia isolada
Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas
(EM) foram realizados em parceria com a Central Analitica do Laboratorio Tematico de

Quimica de Produtos Naturais do INPA (CA - LTQPN/INPA).

4.6.1. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras foram solubilizadas em solvente organico deuterado, conforme descrito
na Tabela 5. Obteve-se os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) em
equipamento Fourier 300 UltraShield (Bruker), o qual foi operado a 300 MHz para 'H uni e
bidimensionais como Correlated Spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single Quantum
Correlation (HSQC) e Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) e a 75 MHz para
3C [Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT) 135°] (Silverstein et al.,

2005). Para o processamento dos dados e avaliagdo dos espectros, foi utilizado o software
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TopSpin 4.4.1 (Bruker). Todos os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em unidades
de parte por milhdo (ppm) relativos ao sinal do solvente deuterado e as constantes de
acoplamento (J) foram registradas em hertz (Hz).

Tabela 5 - Relagdo das amostras enviadas para analises de RMN e suas respectivas massas, solventes utilizados
para solubilizagdo e os tipos de analises empregadas

Amostra Massa (mg) Solvente Analise
Extrato MeOH 15 DMSO-ds 'H
Fase AcOEt 15 CDCl; 'H
F5(C2) 36,2 DMSO-ds uni e bid.
F6-7 (C2) 5 DMSO-ds uni e bid.

4.6.2. Espectrometria de massas (EM)

Forneceu-se 1 mg da substancia 1 para realizacao dos experimentos por espectrometria
de massas (EM). As analises por EM foram realizadas em fonte de ionizag¢ao por Electrospray
(IES ou ESI) no modo positivo, em espectrometro de massas MicroTOF-Q II (Bruker) de alta

resolucao.

4.7. Ensaios biologicos
4.7.1. Ensaio de atividade antibacteriana

Os ensaios de atividade antibacteriana dos extratos MeOH (pequena e escala
ampliada) e da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8 foram
realizados utilizando o método de microdiluicdo em placas de 96 pocos (CLSI, 2015). As
cepas utilizadas neste ensaio foram concedidas pelo Instituto Lednidas ¢ Maria Deane
(ILMD) - Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), conforme descritas na Tabela 6.

As cepas foram reativadas em meio dgar Mueller Hinton e mantidas em BOD para
crescimento durante 24 h, a 37 °C. Apo6s esse periodo, preparou-se a suspensdo de células
bacterianas seguindo a turvagdo de 0,5 da escala McFarland, equivalente a uma suspensao
contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Para o preparo das amostras, separaram-se 10
mg de cada extrato para dilui¢do em DMSO 5%.

Adicionaram-se em cada pogo 90 pL de caldo Mueller Hinton com as amostras, para
serem inicialmente testadas a concentracdo de 1000 pg/mL, em triplicata, acrescidos de 10 pL
do in6culo. Como controles negativo e positivo, foram utilizados DMSO 5% e o antibidtico

oxitetraciclina (125 pg/mL), respectivamente, aplicando-se 100 pL de cada controle aos
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pogos junto com os inoculos. Ao final, as placas de microdiluicdo foram mantidas em
incubadora BOD durante 24 h, a 37 °C. Acompanhou-se a inibicdo do crescimento em
espectrofotometro no comprimento de onda de 625 nm, aferindo-se a diferenga de densidade
Optica entre as leituras inicial e final. Os dados foram tratados em planilhas e graficos a partir

do software LibreOffice Calc (Versao 7.5.3.2).

Tabela 6 - Cepas de bactérias patogénicas testadas no ensaio antibacteriano frente aos extratos fungicos de P.
prancei

Linhagem' Bactérias patogénicas Sigla Coloracio de

GRAM
0664 Acinetobacter baumannii AB -
0162 Aeromonas hydrophila AH -
0006 Escherichia coli EC -
0621 Enterococcus faecalis EFL +
0051 Klebsiella pneumoniae KP -
0138 Morganella morganii MM -
0519 Pseudomonas aeruginosa PA -
0026 Staphylococcus aureus SA +
0209 Salmonella enterica SE -
0069 Serratia marcescens SM -

Linhagem de bactérias ILMD-Fiocruz (CBAM)

4.7.2. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

Os ensaios para avaliar a atividade téxica dos extratos MeOH (pequena e escala
ampliada) e da fase AcOEt do extrato MeOH do fungo G1 PPS8 frente a 4. salina foram
realizados em triplicata, inicialmente para as concentragdes 1000 pg/mL e 500 pg/mL,
solubilizando-se 10 mg de cada extrato fungico do micélio em 250 puL de dimetilsulféxido
(DMSO) e em 750 puL de agua salina. A partir dos resultados obtidos, realizaram-se testes em
concentracdes menores (250 pg/mL; 125 pg/mL; 60 pg/mL; 30 pg/mL; 15 pg/mL; 7.5
pg/mL; 3,75 pg/mL; 0,95 pg/mL; 0,25 pg/mL) para os extratos toxicos.

Para a coleta dos nauplios, foram adicionados 20 mg de cistos de A. salina em
solucdo salina (38 g/L de sal marinho), mantidos sob aeragdo e luz artificial durante 48 h. Em
placas de 24 pogos, foram transferidos 200 pL de dgua salina contendo 10 individuos de
Artemia em todos os pogos, onde foram aliquotadas as diferentes concentragdes das amostras
(extratos MeOH e fase AcOEt), completando-se com dgua salina até alcancar o volume total
de 1000 nL em todos os pogos (concentracao de amostras e controles). Em triplicata, aplicou-
se como controle negativo 100 uLL da mistura de DMSO (250 pL) e dgua salina (450 uL),
enquanto foram aplicados 500 uL do controle positivo, composto pela solu¢do de dicromato

de potéssio 1%. As placas foram incubadas sob luz artificial a 25 °C por 24 h, para posterior
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contabiliza¢do dos individuos sobreviventes. Para o célculo da concentragdo letal (CLso), foi
utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 10.4.1. A classificagdo da toxicidade das
amostras para as concentracdes testadas nos ensaios preliminares estd representada no
Quadro 3.

Quadro 3 - Niveis de toxicidade baseados no percentual de mortalidade dos nauplios de A. salina para testes em
concentracdes de 1000 e 500 pg/mL

Mortalidade (em %) Classificacao
0-9% Nao toxico

10 -49% Ligeiramente toxico
50 - 89% Toxico

90 -100% Altamente toxico

Fonte: Atayde et al., (2011); Harwig e Scott (1971)
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Reativacao dos fungos endofiticos

Ao total, foram reativados 35 fungos endofiticos isolados de folhas de P. prancei, e de
acordo com a viabilidade das reativagdes dentro do periodo de 12 dias e com a macroscopia
dos micélios, selecionaram-se 12 fungos para realizagdo do cultivo submerso. Os
microrganismos foram subdivididos em grupos, baseados nas caracteristicas do verso das
placas, uma vez que a macromorfologia dos micélios dos fungos isolados ¢ majoritariamente
cotonosa com halos brancos e acinzentados. Desse modo, foi possivel dividi-los em 6 grupos

diferentes, conforme ilustrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas macroscopicas dos fungos endofiticos reativados a partir da planta P. prancei

Fungo Frente Verso

Grupo 1 (G1) - Caracteristica do verso: centro claro

G1 PP4
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G1PP7

G1PP8

Grupo 2 (G2) - Caracteristica do verso: halo externo escuro e halo interno claro

G2 PP5

G2 PP12

Grupo 3 (G3) - Caracteristica do verso: halo externo claro e halo interno escuro

G3 PP3
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Grupo 4 (G4) - Caracteristica do verso: centro escuro

G4 PP6

G4 PP11

Grupo 5 (G5) - Caracteristica do verso: halo escuro

G5 PP6

G5 PP14

Grupo 6 (G6) - Caracteristica do verso: estriado
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G6 PP7

G6 PP15

Tabela 8 - Classificag@o dos fungos endofiticos de P. prancei

Grupo Cédigo Meio de cultura
Gl PP4 BDA
Gl PP7 BDA
Gl PP8 BDA
G2 PP5 BDA
G2 PP12 SB
G3 PP3 BDA
G4 PP6 SB
G4 PP11 SB
G5 PP6 SB
G5 PP14 SB
Go6 PP7 SB
Go6 PPI15 SB

Destaca-se que os microrganismos utilizados neste trabalho estavam sob
criopreservacdo, sendo necessario reativa-los. Utilizou-se os meios de cultura dgar Sabouraud
(SB) e 4gar batata dextrose (BDA) para o cultivo dos fungos, uma vez que o isolamento foi
realizado utilizando ambos os meios para os respectivos microrganismos, conforme consta na
Tabela 8. Ao total, foram reativados 35 fungos e 27 culturas mostraram-se vidveis, inferindo-
se que o método de conservacdo dos fungos endofiticos foi efetiva. Entretanto, repiques

sucessivos possibilitam alteracdes genéticas (mutagénese) e morfoldgicas desses
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microrganismos, podendo influenciar diretamente na producdo de metabdlitos secundarios
(Lei et al., 2024).

Em espécies de Palicourea, ja foi reportada a presenca dos fungos endofiticos
Colletotrichum sp., Diaphorte sp. e Pestalotiopsis sp. (Santos et al., 2021), Arthrinium
arundinis, Clonostachys sp., Fusarium proliferatum ¢ Xylaria sp. (Hinterdobler; Schinnerl,

2019), Aspergillus sp., Glomerella sp., Guignardia sp. € Phomopsis sp. (Souza et al., 2004).

5.2. Avaliacao preliminar dos metabdlitos dos fungos endofiticos de Palicourea prancei
5.2.1. Rendimento dos extratos fingicos

Apos o cultivo submerso em meio SBL, a extragdao dos micélios realizada com MeOH
resultou na obten¢do dos extratos brutos, em que as amostras de G1 PP8, G4 PP11 e G6 PP7
apresentaram massas totais equivalentes a 738,8 mg, 456,0 mg e 440,2 mg, respectivamente,
sendo os trés maiores valores entre os extratos obtidos. Apesar de ter apresentado a maior
massa micelial e a maior massa de extrato bruto, G1 PP8 expressou o menor rendimento
(2,9%), enquanto G1 PP4 apresentou o maior rendimento (5,5%), seguido de G1 PP7 (5,1%) e
G2 PP5 (4,4%) (Tabela 9).

Dentre os fungos endofiticos selecionados, destaca-se que o fungo G1 PP8, em meio
solido BDA, apresentou um crescimento relativamente lento em relagdo aos outros
microrganismos, conforme as caracteristicas dos micélios contidas na Tabela 7. J& em meio
liquido (SBL), G1 PP8 apresentou a maior massa micelial, evidenciando que fatores como a
composicado do meio de cultura, condi¢cdes de cultivo (agitado ou estatico), aeragao,
temperatura e tempo de cultivo influenciam diretamente no metabolismo do microrganismo,
sendo cruciais para a producao de metabolitos de interesse.

Em relagdo a composi¢ao dos meios de cultura utilizados, observa-se que o meio BDA
¢ composto majoritariamente por fontes de carbono, como amido de batata e dextrose,
enquanto o meio caldo Sabouraud ¢ rico em peptonas, provenientes da mistura de digestivo
péptico de tecido animal e digestivo pancreatico de caseina, que sdo fontes de nitrogénio,
além disso, a suplementacdo com extrato de levedura também contém fontes de N (Acharya;
Hare, 2022). No estudo de Brinda et al. (2021), comparou-se o crescimento micelial de
cogumelos nos meios BDA e BDPA (batata dextrose peptona agar), e verificou-se que o0 meio
suplementado com peptona foi capaz de acelerar o crescimento dos fungos. Em um estudo
realizado com fungos filamentosos, os meios caldo Sabouraud e YNB, que sio meios que
contém fontes de nitrogénio, apresentaram os maiores indices de crescimento para os

microrganismos Aspergillus fumigatus e Rhizopus microsporus (Meletiadis et al., 2001).
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Sendo assim, infere-se que o alto crescimento micelial do fungo G1 PP8 pode estar associado

as fontes de nitrogénio presentes tanto no caldo Sabouraud, quanto no extrato de levedura.

Tabela 9 - Relacdo das massas miceliais, dos extratos MeOH e seus respectivos rendimentos

Fungo Massa micelial Extrato de MeOH Rendimento

® ® (%)
G1 PP4 7,050 0,3910 5,5
G1 PP7 7,590 0,3868 5,1
G1 PP8 25,670 0,7388 2,9
G2 PP5 8,550 0,3791 4,4
G2 PP12 8,770 0,3396 3,9
G3 PP3 10,870 0,3819 3,5
G4 PPo6 10,130 0,3744 3,7
G4 PP11 12,030 0,4560 3,8
G5 PP6 8,970 0,1659 1,8
G5 PP14 7,650 0,2168 2,8
G6 PP7 11,790 0,4402 3,7
G6 PP15 5,580 0,1913 3.4

5.2.2. Analise cromatografica dos extratos flingicos

Os extratos MeOH dos micélios obtidos por meio da massa micelial foram eluidos em
fase movel AcOEt/acetona (1:1), permitindo a verificacdo das principais classes quimicas
presentes nas amostras a partir do emprego de reveladores fisicos e quimicos, conforme os
resultados mostrados na Figura 11.

Todos os extratos apresentaram fluorescéncia nos reveladores fisicos (UV 254 nm e
365 nm) e manchas na presenga de vapores de iodo, o que indicam a presenca de substancias
com ligacdes duplas e ligacdes duplas conjugadas. Frente ao revelador cloreto de aluminio, os
cromoforos observados em UV 365 nm foram intensificados. Em relacao aos reveladores
anisaldeido sulfurico e sulfato cérico, os extratos expressaram manchas de coloragdo
arroxeada e rosada, o que sugere a presenca de terpenos ou esteroides, porém as bandas
observadas em Ce(SOs)> foram menos intensas do que aquelas que se apresentaram em
anisaldeido. Todas as amostras reagiram em cloreto férrico, apresentando coloragdes
escurecidas, inferindo-se a presenca de substincias fenolicas. Frente ao reagente de
Dragendorff, todos os extratos revelaram manchas alaranjadas que caracterizam substancias

nitrogenadas. No entanto, somente o extrato de G1 PP8 apresentou uma leve mancha de
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elui¢do além da origem, ao contrario dos outros extratos, cujas bandas permaneceram retidas
no ponto de aplicagdo (Figura 11.H).

Com base nos dados obtidos por CCDC, os doze extratos miceliais manifestaram
indicios de substancias com liga¢des duplas, podendo haver a presenca de terpenos, fendlicos
e alcaloides. Esses resultados corroboram com a literatura, visto que Palicourea é um género
abundante em alcaloides ind6licos monoterpénicos e, por isso, analises realizadas em CCD
costumam ser positivas para o revelador Dragendorff (Cavarsan et al., 2017).

Embora os alcaloides sejam um traco quimiotaxonOmico entre plantas do género
Palicourea, ndo sdo todas as espécies que apresentam esses metabolitos em sua fitoquimica,
dado a influéncia de fatores intrinsecos e exogenos a hospedeira, como a variabilidade
genética de seus individuos e as condi¢des edafoclimaticas (Tan et al., 2012). Além disso,
acrescenta-se que as condicdes de extragdo e de cultivo (nutrigdo, aeragdo, temperatura)
atuam diretamente no perfil quimico dos microrganismos, visto que o cultivo axénico tende a
reduzir a biossintese de metabolitos, j4 que a dindmica enddfito-hospedeira desempenha um
papel importante para o metabolismo secundario (Gupta et al., 2020; Kusari e Spiteller,

2012).

Tabela 10 - Classes quimicas dos extratos MeOH dos micélios de fungos endofiticos de P. prancei

Ne Extrato l]i)glzllzi”)aess Alcaloides Terpenos nglslt()ﬁlli]ccai: S
1 GlPp4 + - * i
2 GIPP7 + - * i
3 GIPPS8 + + * i
4 G2PP5 + - * "
5 G2PPI2 + - * "
6 G3PP3 + - * "
7 G4 PP6 + - * "
8 G4 PPII - - * "
9  G5PP6 + - * i
10 G5 PPl4 + - * "
11 G6PP7 + - * i
12 G6PPIS + - * i

(+): presenga de manchas; (-): auséncia de manchas
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_Figura 11 - Cromatoplacas dos extratos MeOH dos micélios de 12 fungos endofiticos isolados de P. prancei
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Legenda: Sistema de eluicdo AcOEt/acetona (1:1). Reveladores: A: UV 254 nm, B: UV 365
nm, C: cloreto de aluminio (AICl;) em UV 365 nm, D: vapor de iodo, E: anisaldeido
sulfurico, F: sulfato cérico (Ce(SOs)2), G: cloreto férrico (FeCls), H: reagente de
Dragendorff.



64

5.3. Ensaios bioldgicos preliminares dos extratos fungicos de Palicourea prancei
5.3.1. Ensaio de atividade antibacteriana

No ensaio preliminar a concentragdo de 1000 pg/mL, realizado pelo método de
microdilui¢do em caldo, os extratos MeOH dos micélios de G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram
atividade bacteriostatica frente aos microrganismos Aeromonas hydrophila e Staphylococcus
aureus (Tabela 11).

Contra A. hydrophila e S. aureus, G1 PP8 demonstrou percentuais de inibi¢do
equivalentes a 44,69 + 0,03 e 35,78 + 0,02, respectivamente. Ja o extrato G2 PP5 foi inibitdrio
a um percentual de 48,68 = 0,02 frente a A. hydrophila e 58,37 + 0,01 contra S. aureus. O
extrato G3 PP3 mostrou-se ativo para A. hydrophila (29,11 + 0,12) e Pseudomonas
aeruginosa (24,31 = 0,02). O extrato G5 PP14 somente apresentou atividade para S. aureus
(33,12 £ 0,06). G5 PP6 e G1 PP4 foram os extratos que exibiram os menores percentuais de
inibicao, com baixo grau de significancia (Tabela 11).

A atividade antibacteriana dos extratos brutos dos fungos endofiticos de P. prancei foi
baixa, e apenas os extratos de G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram percentuais significativos para
as bactérias A. hydrophila e S. aureus. No estudo de Udegbunam et al. (2018), a substancia
esqualeno, isolada do extrato cloroférmico das folhas de P. croceiodes, expressou potencial
inibitério promissor contra Enterobacter aerogenes (CIM = 31,3 pug/mL) e Klebsiella
pneumonia (CIM = 15,6 ug/mL). E reportado que os extratos fungicos de Palicourea rigida
apresentam potencial inibitério moderado frente as bactérias patogénicas Escherichia coli
(CIM = 27 mg/mL), Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis (CIM = 23,2
mg/mL) (Santos et al., 2021). Verifica-se atividade antibidtica nos extratos de fungos
endofiticos isolados de Palicourea longiflora para Bacillus subtilis, E. coli e S. aureus (Souza
et al., 2004).

Os resultados obtidos corroboram com os dados levantados sobre o potencial
antibacteriano dos fungos endofiticos de P. prancei. A baixa atividade apresentada pelos
extratos deste estudo pode estar associada ao fato de serem extratos do solvente MeOH, que
sdo ricos em agucares (Chavan; Amarowicz, 2013) e impedem a acdo dos metabdlitos
presentes nos extratos, levando em conta a parede celular bacteriana, que atua como um fator
de resisténcia. As bactérias gram-negativas se beneficiam desse fator, dado que sua parede
celular contém um envoltério de lipopolissacarideos ancorado ao de peptidoglicano, o que
dificulta a acdo de antibidticos das classes dos fS-lactdmicos, tetraciclinas e fluoroquinolonas,

cujas moléculas sao hidrofilicas (Brown et al., 2020; Munita; Arias, 2016).



Tabela 11 - Porcentagem de inibi¢do do crescimento bacteriano diante dos extratos miceliais a 1000 pg/mL
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Extratos

Porcentagem de inibicao (%)

Microrganismos testados

AB

AH

EC

EFL

KP

MM

PA

SA

SE

SM

G1 PP4

G1 PP7

G1 PP8

G2 PP5

G2 PP12

G3 PP3

G4 PPo6

G4 PP11

G5 PPo6

G5 PP14

G6 PP7

G6 PP15

44,69 = 0,03

48,68 £ 0,02

29,11+£0,12

9,63 + 0,05

24,31 +£0,02

35,78 £ 0,02

58,37 £ 0,01

33,12+ 0,06

1,28 40,01

Ocxitetraciclina

99,79

99,79

99,88

99,95

99,89

99,87

99,85

99,84

99,90

99,83

Legenda: AB - Acinetobacter baumannii; AH - Aeromonas hydrophila; EC - Escherichia coli; EFL - Enterococcus faecalis; KP - Klebsiella pneumoniae; MM - Morganella

morganii; PA - Pseudomonas aeruginosa; SA - Staphylococcus aureus; SE - Salmonella enterica; SM - Serratia marcescens; C+: Oxitetraciclina; C-: DMSO 5%
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5.3.2. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

No ensaio de toxicidade frente aos individuos de Artemia salina, G1 PP8 foi o extrato
que se mostrou toxico, com alta taxa de mortalidade nas duas concentragdes iniciais de 1000 e
500 pg/mL. Os extratos G1 PP4, G2 PP5, G6 PP7, G6 PP15 apresentaram baixa toxicidade
em ambas as concentracdes testadas, enquanto o restante das amostras expressou baixa
toxicidade em 1000 pg/mL e inatividade em 500 pg/mL (Tabela 12). O extrato G1 PP8 foi
testado em outras concentracdes, revelando-se altamente toxico até 125 pg/mL, toxico até 7,5
pg/mL e ligeiramente toéxico em 3,75 pg/mL (Tabela 13). Desse modo, obteve-se CLso = 2,76
pg/mL, inferindo-se que o extrato micelial de G1 PP8 apresenta alta toxicidade.

No estudo de Coe et al. (2010), sugere-se que a citotoxicidade das plantas medicinais
esteja associada a presenca de metabodlitos como alcaloides, além de demonstrar que plantas
da familia Rubiaceae tendem a ser mais toxicas nos ensaios com A. salina. Em testes in vivo,
o extrato liofilizado da parte aérea de Palicourea corymbifera expressou toxicidade com CLsg
= 1,10 (1,04-1,15) g/kg para camundongos macho e CLso = 1,05 (1,00-1,10) g/kg para
camundongos fémea (Assis et al., 2006). No estudo de Santos ef al. (2021), extratos de fungos
endofiticos isolados de Palicourea rigida mostraram-se toxicos frente A. salina, com CLso
inferior a 100 mg/mL.

Dessa forma, os dados da literatura corroboram com os resultados obtidos com o
extrato fungico micelial G1 PP8, isolado de P. prancei, além de indicar que a toxicidade do
extrato tem como fator a presenga de um possivel alcaloide, visto os resultados apresentados
no item 5.2.2.

Tabela 12 - Porcentagem de mortalidade dos individuos de 4. salina frente aos extratos de fungos endofiticos de
P. prancei

Concentragoes (ng/mL)

Extratos de MeOH

1000 500
G1 PP4 37% 17%
G1 PP7 17% 3%
G1 PP8 100% 97%
G2 PP5 30% 13%
G2 PP12 23% 7%
G3 PP3 20% 7%
G4 PPo6 27% 7%

G4 PP11 0 3%
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G5 PPo6 17% 7%
G5 PP14 13% 3%
G6 PP7 37% 27%
G6 PP15 13% 13%

Tabela 13 - Mortalidade dos individuos de A. salina frente a diferentes concentra¢des do extrato MeOH do
fungo G1 PP§

Concentragao Mortalidade

(ng/mL) (%) Clao

250 93

125 93

60 87

30 87

15 ]3 2,76 pg/mL
75 67
3,75 63
0,95 7
0,25 3

5.4. Identifica¢ao do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8

Para a execug¢do do cultivo em escala ampliada e avaliacdo quimica dos metabolitos de
interesse, selecionou-se o fungo codificado como G1 PP8 para o prosseguimento deste estudo.
A identificacdo molecular do fungo G1 PP8 foi realizada em parceria com a Fundacdo
Oswaldo Cruz - Instituto Lednidas e Maria Deane (FIOCRUZ). O fungo G1 PP8 foi
identificado a nivel de espécie como Xylaria cubensis. Este fungo possui uma homologia de
94% de identidade, sob niimero de acesso AB625361.1.

Conforme a Figura 12, X. cubensis G1 PP8 ¢ um fungo filamentoso de micélio aéreo
curto, de aspecto cotonoso, branco e verso de coloracdo branca. As andlises realizadas pelo
Laboratério de Quimica Aplicada a Tecnologia (EST/UEA) confirmam que o endofito em
estudo pertence ao género Xylaria. A Figura 13 mostra a formacdo dos estromas em estagio
anamorfo, caracteristicos de Xylaria. Os estromas comportam as estruturas reprodutivas dos

xylaridceos (Okane et al., 2008; Sawadsitang et al., 2015), e em X. cubensis assumem
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coloracdo clara durante o estagio anamorfo (assexual), em ramos de formato lamelar, com
altura entre 0,5 - 3 cm (Rogers, 1984; Van der Gucht, 1995). No estagio teleomorfo (sexual),
eles apresentam coloracdo escura e formato clavado, com altura entre 1,5 - 10 cm (Rogers,
1984; Van der Gucht, 1995).

Xylaria cubensis ¢ um fungo saprébio que ocorre em regides de clima tropical,
subtropical e temperado, estando associado a decomposicdo de madeiras (Van der Gucht,
1995). E reportado na literatura que a sua forma endofitica ocorre em Rubiaceae (planta:
Saprosma longifolia), além de familias taxondmicas comuns em regides de clima tropical e
subtropical como Annonaceae, Celastraceae, Icacinaceae, Lauraceae, Myrsinaceae,
Pteridaceae, Rutaceae, entre outras (Okane ef al., 2012). Em Palicourea, ¢ muito comum a
ocorréncia de Xylaria, sendo encontrado em P. elata, P. longiflora, P. marcgravii (Caféu et
al., 2005; Chapla et al., 2013; Hinterdobler et al., 2023; Souza et al., 2004). Em estudo
realizado pelo grupo de pesquisa, foi isolado o fungo Xylaria sp. de folhas de P. corymbifera
(Silva et al., 2020).

Estudos revelam que metabdlitos provenientes de X. cubensis apresentam atividade
anti-inflamatoria, antimalarica, antimicrobiana e citotoxica (Fan et al., 2014; Klaiklay et al.,
2012; Sawadsitang et al., 2015), o que corrobora com os resultados observados nos ensaios
preliminares do extrato deste microrganismo. H4 dados sobre isolamento de substancias como
acido cubénsico (44) (O’Hagan et al., 1992), acido xilacinico A-B (45 ¢ 46) (Klaiklay et al.,
2012), citocalasina D (15) (Fan et al., 2014; Klaiklay et al., 2012; Sawadsitang et al., 2015),
ergosterol (47) (Sawadsitang et al., 2015), griseofulvina (18) (Sica et al., 2016), entre outras
(Figura 14). Vale destacar que muitas das substancias encontradas em X. cubensis foram
isoladas do caldo metabdlico (Fan et al, 2014; Klaiklay et al, 2012), o que sugere a
investigacdo quimica e bioldgica do caldo metabdlico do cultivo realizado neste estudo.

Figura 12 - Caracteristicas macroscopicas do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8, isolado da hospedeira
P. prancei

Frente Verso

W

Figura 13 - Formacao dos estromas do fungo X. cubensis G1 PP8
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Imagens concedidas pelo Laboratorio de Quimica Aplicada a Tecnologia (EST/ UEA )

Figura 14 - Substancias isoladas a partir de X. cubensis
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Estruturas desenhadas no software ACD/ChemSketch (Freeware) 2023.1.0

5.5. Avalia¢do quimica dos metabdlitos do fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8
5.5.1. Rendimento do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH

Apos o cultivo em escala ampliada, o fungo endofitico Xylaria cubensis G1 PP8
produziu 315,40 g de massa micelial, que resultou em extrato MeOH com massa equivalente
a 10,008 g, com rendimento de 3,2%. Realizando um comparativo entre o cultivo preliminar
(1°) e o cultivo em escala ampliada (2°), observa-se que no segundo cultivo houve um
aumento significativo da massa micelial e do extrato bruto, além de um pequeno aumento do
percentual de rendimento, evidenciando que o escalonamento foi favoravel (Tabela 14).

Ha estudos com cultivo de Xylaria em diferentes meios de cultura, como em meio de
arroz, de milho e em outras variagdes de fontes nutritivas (Amaral et al., 2014; Caféu et al.,
2005; Fathoni e Agusta, 2019; Sica et al., 2016). Além de favorecer o rendimento da massa
micelial e dos extratos, o estudo com diferentes meios de cultivo favorece a bioprospeccao de
novas moléculas, pois influencia diretamente no metabolismo do microrganismo, induzindo-

os a producdo de metabolitos de interesse. No estudo de Amaral et al. (2014), observou-se
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que, em decorréncia da disponibilidade de aminoécidos livres, o cultivo de Xylaria arbuscola
em meio contendo trigo favoreceu a producdo de citocalasina D, com rendimento equivalente
a 39,55 mg/100 g.

Tabela 14 - Relagdo das massas dos extratos MeOH ¢ fases obtidas a partir do extrato MeOH do cultivo em
escala ampliada (2° cultivo) do fungo X. cubensis G1 PP8 ¢ seus respectivos rendimentos

Cultivo Massa( g)ﬁcelial Extrato M(ags)sa Ren?i/rsento
1° 25,67 Extrato MeOH 0,738 2,9
Extrato MeOH 10,008 3,2
2° 315,40 Fase AcOEt 0,895 0,3
Fase hidrometanolica 9,571 3,0

5.5.2. Analise quimica do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X.

cubensis G1 PP8

O extrato MeOH (I), a fase AcOEt do extrato MeOH (II) foram obtidas a partir da
massa micelial do fungo Xylaria cubensis G1 PP8. Inicialmente, o extrato (I) foi eluido em
fase movel AcOEt/acetona (1:1), enquanto a fase (II) foi eluida em fase mével DCM/MeOH
(94:6). Outros sistemas foram empregados para avaliar a elui¢do das amostras frente aos
reveladores cloreto férrico (FeCls) e reagente de Dragendorff, conforme ilustrado na Figura
15.

Em comparacao as analises de CCDC do extrato oriundo do cultivo preliminar (item
5.2.2), o extrato MeOH da escala ampliada apresentou o mesmo perfil cromatografico em
relagdo ao inicial para todos os reveladores. Tanto o extrato quanto a fase apresentaram
fluorescéncias nos reveladores fisicos (UV 254 nm e 365 nm) e manchas na presenca de
vapores de iodo, sendo indicios de substincia com ligagdes duplas e ligagdes duplas
conjugadas. Frente ao cloreto de aluminio, em ambas as amostras, os cromo6foros em 365 nm
foram intensificados. Na revelacao com anisaldeido sulftrico e sulfato cérico, tanto o extrato
quanto a fase apresentaram manchas rosadas e arroxeadas, sugerindo a presenga de terpenos
ou esteroides. Frente ao revelador cloreto férrico, a fase (II) apresentou bandas amarronzadas
de baixa intensidade, sugerindo um baixo indicio de substancias fendlicas.

Na presenca do revelador reagente de Dragendorff, em fase movel AcOEt/acetona
(1:1), o extrato MeOH revelou mancha alaranjada retida no ponto de aplicacdo. Para o mesmo

revelador, em fase movel DCM/MeOH 94:6, a fase AcOEt apresentou mancha retida e além
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do ponto de origem. Ambas as amostras foram eluidas em fase mével DCM/MeOH (2:8), e
foi observado que as manchas foram eluidas para além do ponto de origem. Além disso, as
manchas alaranjadas coincidem com as fluorescéncias nas luzes UV 254 nm e UV 365 nm. A
presenca de manchas alaranjadas em reagente de Dragendorff infere que as amostras contém
substancias nitrogenadas, como alcaloides.

Em cloreto férrico e eluicdo em fase movel AcOEt/acetona (1:1), o extrato (I)
apresentou mancha marrom retida no ponto de aplicagdo. Em fase mével AcOEt/MeOH (1:1),
a mancha foi eluida para além do ponto de origem e as bandas amarronzadas coincidem com
os cromoforos observados em luz UV 254 nm e 365 nm. Apesar disso, para ambas as
amostras, as bandas reveladas em FeCls ndo apresentaram colorag¢do intensa, sendo possivel
inferir que o extrato e a fase exibem baixo indicio de substancias fendlicas.

A fase hidrometanolica (Figura 16) foi eluida em fase movel AcOEt/acetona 1:1. A
fase apresentou cromoéforos nas luzes UV 254 nm e 365 nm, assim como revelou mancha no
ponto de aplicagdo frente ao revelador vapor de iodo e ao anisaldeido sulfirico. A amostra
nao revelou em FeCl; e em reagente de Dragendorff, inferindo auséncia de substancias
fendlicas e nitrogenadas. Em comparagdo a fase AcOEt, a fase hidrometandlica ndao exibiu
variedade de moléculas, e isso ocorreu pois a amostra ¢ polar e possui afinidade pela fase
estacionaria (silica), que também ¢ polar. Um modo de analisar adequadamente as substancias
presentes na fase hidrometanolica seria realizando cromatografia de fase reversa, pois assim
os metabolitos ndo ficariam retidos no adsorvente. No entanto, a fase hidrometandlica indicou
auséncia de substiancias de interesse como alcaloides, terpenos e substancias fendlicas,
conforme expresso na Tabela 15.

A partir das andlises em CCD, observa-se que a fase AcOEt do extrato MeOH
expressou maior riqueza de metabdlitos em comparacdo ao extrato MeOH e a fase
hidrometandlica, ou seja, a particdo liquido-liquido foi capaz de extrair moléculas mais
apolares presentes no extrato bruto. Por isso, a fase AcOEt mostrou-se interessante para a

realizagdo do fracionamento das substancias.
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Figura 15 - Cromatoplacas do extrato MeOH (I) e da fase AcOEt do extrato MeOH (II) dos micélios do fungo
Xylaria cubensis G1 PP§

(I) - Ext. MeOH (AcOEt/acetona 1:1) ; (II) - Fase AcOEt (DCM/MeOH 94:6)

C D

E Fr_'_j H
'Y ¢ | ’-
- = | < ;
| ’ -
:E 8 | - |
A ,_l '——; | & 1 g L
O dn "‘(i) In O d O an
Sistema DCM/MeOH 2:8 Sistema AcOEt/MeOH 1:1

A B H
@
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365 nm (C), vapor de iodo (D), anisaldeido sulfurico (E), sulfato cérico (Ce(SOs)2) (F), reagente de Dragendorff
(G), cloreto férrico (FeCls) (H)
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Figura 16 - Cromatoplacas da fase hidrometanolica do extrato MeOH dos micélios do fungo Xylaria cubensis
G1 PP8 (eluigdo em fase movel AcOEt/acetona 1:1)

A B D E G H

Reveladores fisicos UV 254 nm (A), UV 365 nm (B); reveladores quimicos vapor de iodo (D), anisaldeido
sulfurico (E), reagente de Dragendorff (G), cloreto férrico (FeCls) (H)

Tabela 15 - Classes quimicas dos extratos MeOH, fase AcOEt e hidrometanolica do extrato MeOH dos micélios
de X. cubensis G1 PP8

Duplas . Substancias
Ne° Amostra L Alcaloides Terpenos .
ligacoes Fenolicas
1 Extrato MeOH + + + +
2 Fase AcOEt + + + +
3 Fase hidrometanoélica + - - -

(+): presenga de manchas; (-): auséncia de mancha

Em relagdo aos dados obtidos por RMN de 'H, o extrato MeOH apresentou sinais de
hidrogénios de hidrocarbonetos saturados (entre du 0,84 e 2,78), hidrogénios de carbonos
carbindlicos (entre 6n 3,13 e 4,24) e hidrogénios vinilicos (entre éu 5,30 e 6,39) (Figura 17).
O extrato também apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a heteroatomos,
entre 6n 5,0 e 8,0, bem como hidrogénios aromaticos entre 6u 7,21 e 8,34 (Figura 18).

Ao comparar os espectros de 'H do extrato MeOH e da fase AcOEt do extrato MeOH
do micélio do fungo X. cubensis G1 PP8, nota-se que a fase AcOEt apresentou deslocamentos
quimicos muito similares aos apresentados no extrato bruto, evidenciando a presenca de
hidrogénios ligados a heterodtomos e hidrogénios aromaticos (Figura 18). Além disso,
observa-se a presenca de um sinal intenso em 1,25 ppm, correspondente a hidrogénios
metilénicos de substincias alifaticas de cadeia linear longa (“graxa”) (Gomes, 2024).
Ademais, os deslocamentos quimicos observados em ambas as amostras corroboram para as
andlises de CCDC, que revelaram substancias com ligagdes duplas e ligacdes duplas

conjugadas, bem como a presenga de substancias nitrogenadas.
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; DMSO-d;) e da fase AcOEt (em vermelho; CDCls) do extrato MeOH dos micélios do fungo X.

'H (300 MHz) do extrato MeOH (em azul

Espectro de RMN de

cubensis G1 PP8
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Figura 18 - Ampliagdo da regido entre 5,20 a 8,40 ppm do espectro de RMN de 'H (300 MHz) do extrato MeOH (em azul; DMSO-ds) e da fase AcOEt (em vermelho;
CDCls) dos micélios do fungo X. cubensis G1 PP8
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5.5.3. Andlise quimica das fracdes oriundas do fracionamento da fase AcOEt do extrato

MeOH

O fracionamento da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X. cubensis G1 PP8
originou 65 fragdes no total, as quais foram analisadas em CCDC (reveladores fisicos e
quimicos). Das fra¢des obtidas, F17 (6,5 mg), F18 (43,4 mg), F19 (31,6 mg) e F20 (7,7 mg)
apresentaram similaridades quando observadas sob luz UV (254 e 365 nm) e em revelador
anisaldeido sulfurico (Figura 19), elui¢do em fase movel DCM/MeOH 98:2. As fracdes
indicaram presenca de substancias com ligagdes duplas e ligagdes duplas conjugadas ao
revelarem cromoéforos frente aos reveladores fisicos, além de manchas arroxeadas frente ao
anisaldeido sulfurico, manchas essas que coincidem com as bandas observadas em UV 254 ¢
365 nm. Além disso, F18, F19 e F20 apresentaram-se como sélido amorfo de coloragdao
branca (Figura 20). Devido a essas similaridades e as caracteristicas das fracdes apos
secagem, F17-20 (88,6 mg) foram reunidas para um novo fracionamento.
Figura 19 - CCDC das fragoes F17-20, eluidas em fase mével DCM/MeOH 98:2

Anisaldeido
UV 254 nm UV 365 nm sulfarico

v

-

IARCIRERT] 17 18 19 20

Figura 20 - Aspecto das fragdes F18, F19 e F20 apds secagem
F18 F19
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O fracionamento de F17-20 resultou em 18 fragdes no total. Apos as andlises em
CCDC (eluigao em fase movel DCM/MeOH 95:5), as fra¢des F5 (36,2 mg), F6 (1,9 mg) e F7
(3,1 mg) mostraram-se similares frente a luz UV (254 e 365 nm) e aos reveladores quimicos
anisaldeido sulfurico e reagente de Dragendorff, indicando a presenca de substancias
nitrogenadas ao revelarem manchas alaranjadas (R; = 0,50; Rp = 0,60) (Figura 21). Além
disso, essas fracdes se apresentaram na forma de cristais brancos apds secagem (Figura 22).
Por conta das similaridades observadas, as fragdes F6-7 (5 mg) foram reunidas, e tanto elas
quanto F5 foram enviadas para andlises de RMN uni e bidimensionais.

Figura 21 - CCDC das fragoes F5 e F6-7, eluidas em fase mével DCM/MeOH 95:5

Anisaldeido Reagente de
UV254nm UV36Snm  gylfirico Dragendorff

Rp=10,60
Rq= 0,50

Figura 22 - Aspecto dos cristais brancos das fragdes F5 e F6-7

F6-7

5.6. Identificacao estrutural da substiancia isolada

A substancia 1 foi isolada na fra¢ao F6-7, oriunda da fase AcOEt do extrato micelial
MeOH do fungo X. cubensis G1 PP8, sendo identificada como citocalasina D (Figura 23). A
citocalasina D se apresentou na forma de cristais brancos, conforme observado na Figura 22.

A partir das andlises em CCDC, com eluicdo em sistema DCM/MeOH 95:5, tanto a fracao
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F6-7, quanto a fragdo F5, revelaram coloragdo alaranjada frente ao reagente de Dragendorff
(R71=0,50; Rp=0,60) (Figura 21).

Os dados de espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI+) evidenciaram como
pico base o ion com m/z 508,2693, o qual foi confirmado pela presenca do aduto de sédio
[M+Na]" com m/z 530,2518, além de duas fragmentagdes de m/z 490,2587 e 430,2587, que
correspondem a perda de 4agua e de acido acético, respectivamente (Figura 24). O calculo
resultou em m/z 508,2689, correspondente a C3oH3sNOs, corroborando com a estrutura
identificada de formula molecular C30H37NOs. A partir da formula molecular, foi possivel
calcular o indice de deficiéncia de hidrogénio, que foi equivalente a 13, sendo correspondente
aos dados de RMN que indicam a presenca de 3 carbonilas, 3 ligagdes duplas, 1 anel
aromatico e 3 ciclos. Apds comparacdo dos dados obtidos a partir de RMN uni e
bidimensaionais, espectrometria de massas € comparagdao com a literatura, a substancia 1 foi
identificada como citocalasina D.

Os dados de RMN de 'H (Figura 25) e suas ampliagdes (Figura 26, Figura 27 e Figura
28) indicam que a amostra F5 ¢ uma fracdo rica em citocalasina D, enquanto que F6-7
corresponde a substancia. Os espectros de RMN de 'H das fragdes F5 e F6-7 apresentaram
sinais de hidrogénios alifaticos saturados (entre du 0,37 e 2,77), hidrogénios de carbonos
carbindlicos (entre du 3,50 e 5,88) ¢ hidrogénios olefinicos (entre du 5,10 e 5,85). O extrato
também apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a heteroatomos, entre du 4,50
e 8,07, bem como hidrogénios aromaticos entre éu 7,12 ¢ 7,31.

As analises bidimensionais da substancia 1 foram realizadas por COSY (Figura 32),
HSQC (Figura 30) e HMBC (Figura 34). A associacao entre os atomos de hidrogénio (Figura
25) diretamente ligados aos atomos de carbono (Figura 29) foi realizada de acordo com o
mapa de correlagdes HSQC, conforme expresso na Figura 31. Os sinais 6u 0,37 (d, J = 6,6
Hz, 3H), 1,04 (d, J = 6,73 Hz, 3H), 1,37 (s, 3H) e 2,27 (s, 3H) sdo de hidrogénios metilicos
dos carbonos 6c 12,8 (C-11), 19,3 (C-22), 24,6 (C-23) e 20,5 (C-25), respectivamente.
Segundo Caféu et al. (2005), o sinal 6u 2,27 € “tipico de citocalasina com um grupo acetato
na forma de radical”. Os hidrogénios em éu 7,14 (H-2’ ¢ H-6’: m, 2H), 7,24 (H-4’: m, 1H) e
7,30 (H-3* e H-5": m, 2H) correspondem a hidrogénios de anel aromadtico, estando associados
aos carbonos 8¢ 129,6 (C-3’ e C-57), 126,5 (C-4’) e 128,3 (C-2’ e C-6’), respectivamente.

O dupleto em du 4,56 e os singletos em du 4,95 e em du 8,07 ndo estdo associados a

nenhum carbono, conforme o mapa de correlacdes HSQC. Sendo assim, os sinais éu 4,56 € 6n
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4,95 referem-se a hidrogénios de hidroxila (-OH) e &u 8,07, hidrogénio ligado ao nitrogénio
(N).

As correlagdes COSY (Figura 33) e HMBC (Figura 35 e Figura 36) confirmam as
associacdes observadas no espectro de HSQC, além da posicdo dos demais atomos. Em
relacdo ao anel aromatico, a posicdo C-1’ (137,1 ppm) foi definida pela correlagdo entre H-
10a (2,55 ppm; m, 1H) e H-10b (2,80 ppm; dd, J = 12,8; 4,9 Hz, 1H), bem como os
hidrogénios H-3* e H-5" (7,30 ppm; m, 2H) que também se correlacionam a C-1°. A posicao
C-4’ foi confirmada pelas correlacdes com H-2" ¢ 6’ (7,14 ppm; m, 2H). A partir do COSY,
observa-se que os atomos H-10a e H-10b se correlacionam com H-3 (3,09 ppm; m, 1H).

A posicdo C-1 (173,6 ppm), referente ao carbono carbonilico do anel lactama, foi
comprovada pela correlagdo com H-8 (2,70 ppm; dd, J = 10,0; 10,0 Hz, 1H). J& a posi¢cao C-4
(47,4 ppm) foi confirmada pela correlagdo com os hidrogénios H-11 (0,37 ppm; d, J = 6,6 Hz;
3H) e com o hidrogénio H-2 (8,07 ppm; s, 1H) ligado ao grupo amida. O ultimo hidrogénio
citado também se correlaciona ao carbono quaternario C-9 (53,1 ppm). A posi¢ao C-21 (76,8
ppm) do grupo acetato foi confirmada pela associacdo com H-4 (1,97 ppm; dd, J= 4,9 Hz; 2,1
Hz, 1H). O atomo H-21 (5,26 ppm; ¢, J = 2,37 Hz, 1H) se correlaciona ao C-24 (170,0 ppm),
o qual esta correlacionado aos hidrogénios H-25 (2,27 ppm; s, 3H) do grupo metila.

Em comparagdo a outros estudos, realizados pelo grupo de pesquisa, em que a
citocalasina D foi isolada (Silva, 2020; Oliveira, J. 2018), constatou-se que a substancia 1 se
trata do alcaloide em questdo. Os dados espectroscopicos obtidos estdo descritos na Tabela
16, bem como a comparagao com a literatura (Caféu et al., 2005).

Figura 23 - Estrutura quimica da substincia 1, identificada como citocalasina D. Posi¢do dos atomos de C e H

(A) e deslocamentos quimicos referentes aos C ¢ H (B) conforme informacdes obtidas nos espectros uni e
bidimensionais de RMN
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Figura 24 - Espectro de massas de alta resolugdo (ESI+) da citocalasina D
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Tabela 16 - Dados de RMN de 'H, *C HMBC e COSY da citocalasina D (em DMSO-ds: 300 MHz (1H), 75 MHz ('3C)) e comparacdo com a literatura (em DMSO-ds: 500

MHz ('H), 125 MHz (3C))

Dados dos espectros

Dados da literatura“

Posicao
C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY 13C (ppm) 'H (ppm)
1 173,6 - - - 173,6 -
2 (NH) - 8,07 (s, 1H) C47,8-C53,1 NH - 8,03 (s, 1H)
3 52,5 3,09 (m, 1H) - H2,55-H2,80 52,5 3,11 (m, 1H)
1,97 (dd, J= 4593 2’1 HZ? 1,98 (dd, J= 5,5, 2,5
4 47,4 1H) C 76,8 -C150,7 - 47,5 Hz, 1H)
5 31,5 2,49 (m, 1H) - H 0,37 31,5 2,49 (m, 1H)
6 150,7 - - - 150,7 -
3,56 (dd, J=10,3; 5,75 Hz, 3,57 (d,J=10,0 Hz
- 70 - H4,56 ’ ’ > i
. 70.2 o, H2, , 70,1 1H)
2,70 (dd, J=10,0; 10,0 Hz C53,1-C70,2-C 2,69 (dd, J=10,0; 10,0
8 46,1 1H) 131,6 - C 173,6 H3,56-H541 46,1 Hz, 1H)
9 53,1 - - - 53,1 -
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Dados dos espectros

Dados da literatura“

Posicao
C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY 13C (ppm) 'H (ppm)
2,55 (dd, J=13,0; 8,5
10a 2,55 (m, 1H) C 129,6 - C 137,1 H 2,80 - H 3,09 o, 1)
43,6 43,6
2,80 (dd, J=12,8; 4,9 Hz, 2,81 (dd, J=13,0; 5,0
10b ) C 129,6 - C 137,1 H 2,55 - H 3,09 o, 1)
C31,5-C47,4-C
11 12,8 0,37 (d, J= 6,6 Hz; 3H) et H 2,49 12,8 0,39 (d, J= 6,5 Hz, 3H)
12a 4,79 (s, 1H) C31,5-C70.2 - 4,81 (s, 1H)
111,5 111,5
12b 5,01 (s, 1H) C31,5-C70.2 - 5,03 (s, 1H)
e ] 5,42 (dd, J=15,0; 10,0
13 130,8 5,41 (dd, J= 15, 9 Hz, 1H) H 2,70 130,8 o 1H)
5,10 (ddd, J= 15; 10; 4,8 5,08 (ddd, J = 15,0; 6,0;
14 131,6 Ho, 1H) ; H 5,85 131,6 10.0 1z, 160
1,90 (dd, J = 12,5; 4,7 Hz, 1,89 (ddl, J = 12,5; 4,5
15a 1) - H2,17 Hz, 1H)
37,9 37,9
2,17 (dd, J=15,8; 2,25 H
15b 17 (dd, J= 15,8, 2,25 Hz, - H 1,90 2,15 (m, 1H)
1H)
16 41,5 2,75 (m, 1H) ; H 1,04 414 2,75 (m, 1H)
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Dados dos espectros

Dados da literatura“

Posicao
C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY 13C (ppm) 'H (ppm)
17 209,9 - - - 209,9 -
18 77,5 - - - 77,4 -
5,15 (dd, J=15,9; 2,16 Hz, 5,12 (dd, J = 15,0; 2,0
H 5 85 9 b b 9 9
19 127,0 I C 77,5 : 126,9 o, 1)
5,85 (dd, J= 15,9, 2,2 Hz, 5,86 (dd, J= 15,0, 2,0
20 132,2 ) C 77,5 HS,15 132,1 H. 16D
C46,1-C132,2-C
21 76,8 5,26 (1, J= 2,37 Hz, 1H) " o0 - 76,4 5,26 (&, J=2,0; 1H)
C37,9-C41,5-C
22 19,3 1,04 (d, J = 6,73 Hz, 3H) 000 H 2,75 19,2 1,05 (d, J = 7,0 Hz, 3H)
C77,5-C127,0-C
23 24,6 1,37 (s, 3H) 2099 - 24,5 1,38 (s, 3H)
24 170,0 . - - 169,9 -
25 20,5 2,27 (s, 3H) C 170,0 - 21,8 2,27 (s, 3H)
1 137,1 . - - 137,1 -
2e6 129,6 7,14 (m, 2H) C43,6-C126,5 H 7,30 129,6 7,15 (d, J= 7,0 Hz, 2H)
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Dados dos espectros Dados da literatura“
Posiciao
C (ppm) 'H (ppm) HMBC COSY 13C (ppm) 'H (ppm)
e’ 128,3 7,30 (m, 2H) C137,1 H 7,14 128,3 7,30 (¢, J=17,5 Hz, 2H)
4 126,5 7,24 (m, 1H) C129,6 - 126,4 7,22 (¢, J=1,5 Hz, 1H)

* Substancias antifiungicas de Xylaria sp., um fungo endofitico isolado de Palicourea marcgravii (Rubiaceae) (Caféu et al. 2005)
Deslocamento quimico em ppm, constantes de acoplamento em Hz.
s (singleto), d (dupleto), ¢ (tripleto), dd (duplo dubleto), ddd (duplo duplo dupleto), m (multipleto)
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300 MHz; DMSO-dy)
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Figura 26 - Ampliacdo da regifio entre 0,2 € 2,9 ppm do espectro RMN de 'H da citocalasina D nas fragdes F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (‘*H, 300 MHz; DMSO-ds)
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,7 ppm do espectro de RMN de 'H da citocalasina D nas fragdes F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (‘H, 300 MHz; DMSO-dj)
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Figura 28 - Ampliacdo da regifio entre 5,7 € 9,0 ppm do espectro de RMN de 'H da citocalasina D nas fragdes F5 (vermelho) e F6-7 (azul) (‘H, 300 MHz; DMSO-ds)
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Figura 29 - Espectro de RMN de *C da citocalasina D ('*C, 75 MHz; DMSO-dy)
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Figura 30 - Mapa de correlagio HSQC da citocalasina D (‘H: 300 MHz, '*C, 75 MHz; DMSO-dj)
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Figura 31 - Ampliacio do mapa de correlacio HSQC da citocalasina D ('H, 300 MHz, '3C, 75 MHz; DMSO-ds)
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Figura 32 - Mapa de correlagio COSY da citocalasina D (‘H, 300 MHz; DMSO-ds)
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Figura 33 - Mapa de correlagio COSY da citocalasina D (*H, 300 MHz; DMSO-d;) e suas respectivas correlacdes
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Figura 34 - Mapa de correlagio HMBC da citocalasina D (‘H, 300 MHz, '3C: 75 MHz; DMSO-dy)
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Figura 35 - Ampliacio do mapa de correlacio HMBC da citocalasina D ('H, 300 MHz; '*C, 75 MHz; DMSO-dy)
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Figura 36 - Ampliacio do mapa de correlacio HMBC da citocalasina D ('H, 300 MHz; '*C, 75 MHz; DMSO-dy)
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A citocalasina D, também conhecida como zigosporina A, foi primeiramente isolada
do fungo Metarrhizium anisopliae (Aldridge et al., 1967). Ela também pode ser encontrada
em fungos como Zygosporium masonii (Hayakawa et al., 1968) ¢ em fungos da ordem
Xylariales (Fathoni e Agusta, 2019; Jikai et al., 2002; Zhou et al., 2021). E uma molécula,
oriunda do metabolismo secundario de fungos, capaz de inibir uma variedade de fungdes
desempenhadas pelo citoesqueleto, pois age diretamente nos filamentos de actina, inibindo
sua polimerizagdo (Casella et al., 1981; Huang et al., 2012; Trendowski, 2015) o que
desencadeia eventos como alteragdo da morfologia e da motilidade celular, bem como a
inibicao da divisdo celular e indugao da apoptose (Schliwa, 1982; Trendowski, 2015).

Por isso, a citocalasina D ¢ um metabdlito de grande interesse para a producdo de
quimioterapicos, dado que expressa atividade antitumoral e citotoxica (Huang et al., 2012a;
Mohanty e Saini, 2025; Takanezawa et al., 2017; Trendowski, 2015), além de apresentar
acdo antiviral (Wang et al., 2010), antianafilatica (Shin ef al., 1997), antifungica (Caféu et al.,
2005; Elias et al., 2018) e antiplasmodial (Valli et al., 2022). Apesar disso, ¢ importante
destacar que essa substancia apresenta alta toxicidade para células eucaridticas saudaveis, o
que motiva a producao de estudos que a tornem viavel para fins biologicos (Huang et al.,
2012b; Trendowski, 2015). Além das aplicabilidades na area da satide, em estudos realizados
pelo grupo de pesquisa, a citocalasina D apresentou acao fitotoxica (Silva, 2020), o que
sugere o potencial deste metabdlito para o setor agricola, na produgdo de herbicidas (Biasetto
etal.,2019).

Neste trabalho, foram isolados 5 mg de citocalasina D dos micélios do fungo Xylaria
cubensis G1 PP8, além de 36,2 mg de uma mistura com alto teor dessa substancia, cultivados
em caldo Sabouraud acrescido de extrato de levedura 0,2%. De acordo com Fathoni e Agusta
(2019), a bioprodutividade de citocalasina D pelos fungos endofiticos pode ser ampliada
através da utilizacao de diferentes condigdes e meios de cultura, investindo principalmente em
meios ricos em proteinas e aminoacidos livres, uma vez que sdo essenciais para a producao de

citocalasina D.

5.7. Ensaios biologicos do extrato MeOH e fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de
X. cubensis G1 PP8
5.7.1. Ensaio de atividade antibacteriana
Baseado na atividade do extrato MeOH de Xylaria cubensis G1 PP8, obtido a partir do

cultivo em pequena escala dos fungos endofiticos, testou-se o extrato MeOH e a fase AcOEt
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do extrato MeOH micelial de X. cubensis G1 PP8, obtidos pelo cultivo em escala ampliada,
contra as bactérias Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus a 1000 pg/mL (Tabela
17). Apesar do teste realizado com o extrato do primeiro cultivo evidenciar baixa atividade
bacteriostatica, o teste dos extratos do segundo cultivo ndo demonstrou potencial inibitdrio.

Essas alteracdes podem estar associadas a fatores como repiques sucessivos, que
favorecem mutagdes no fungo endofitico, além das condi¢des de cultivo (aeragdo, nutri¢ao,
temperatura e tempo de cultivo) que influenciam no metabolismo flingico € na consequente
baixa produ¢do de metabolitos responsaveis pela inibicao dos patogenos testados. Além disso,
a presenc¢a de agucares no extrato MeOH pode influenciar neste resultado, tendo em vista que
o solvente MeOH ¢ altamente polar e, por isso, tem afinidade por moléculas polares, como os
acucares (Chavan; Amarowicz, 2013), o que impede a acdo dos metabolitos presentes nas
amostras, dado que a parede celular das bactérias, em especial as gram-negativas, restringe a
permeabilidade de moléculas hidrofilicas (Brown et al., 2020; Munita; Arias, 2016).

A inatividade da fase AcOEt do extrato MeOH do micélio de X cubensis pode estar
associada a propria inatividade do extrato MeOH, inferindo-se que o cultivo em escala
ampliada ndo resultou na producao do(s) metabolito(s) com atividade antibidtica. Ademais, o
antagonismo das moléculas presentes tanto no extrato MeOH quanto na fase AcOEt pode ser
um fator contribuinte para a inatividade de ambas as amostras. Diferentemente do efeito
sinérgico, em que a combinacao de duas ou mais moléculas potencializa o efeito biologico de
uma mistura, o antagonismo resulta na redugdo ou inibi¢ao do efeito (Caesar; Cech, 2019).

Reporta-se que o metabolito 2-cloro-5-metoxi-3-metilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diono
isolado de X. cubensis apresenta atividade antibidtica contra Staphylococcus aureus e contra
sua cepa resistente ao farmaco meticilina (MRSA), com CIM = 128 pg/mL para ambas as
cepas (Klaiklay et al., 2012). No estudo de Xu ef al. (2022), a substancia xylarcalasina B
demonstrou moderada acdo antibacteriana contra Bacillus subtilis (CIM = 25 pg/mL) e
Escherichia coli (CIM = 12,5 pg/mL).

Além disso, tanto o extrato MeOH quanto a fase AcOEt tém a presenca da substancia
citocalasina D, a qual expressa baixa atividade antibacteriana (Fathoni e Agusta, 2019), o que
contribui para a inatividade de ambas as amostras. Embora ndo apresentem uma notoria
atividade antibidtica, hé na literatura indicios de outras citocalasinas que sdo capazes de inibir

a formagao de biofilme de S. aureus (Yuyama et al., 2018).
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Tabela 17 - Porcentagem de inibi¢do dos extratos MeOH dos cultivos em pequena escala (1°) e em escala
ampliada (2°) e da fase AcOEt do extrato MeOH (2°) dos micélios de X. cubensis G1 PP§ contra Aeromonas
hydrophila e Staphylococcus aureus em testes realizados

Porcentagem de inibicao (%)
Microrganismos testados

Extratos
AH SA
Ext. MeOH (1° cultivo) 44,69 + 0,03 35,78 £ 0,02
Ext. MeOH (2° cultivo) - -
Fase AcOEt - -
Ocxitetraciclina 99,79 99,84

5.7.2. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O extrato MeOH e a fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis G1
PP8 foram avaliados quanto aos seus niveis de toxicidade frente ao crustaceo Artemia salina.
Conforme a Tabela 18, o ensaio indicou que o extrato MeOH apresentou-se toxico até a
concentracao de 125 ug/mL, com CLso = 84,02 ug/mL. J4 a fase AcOEt do extrato MeOH
demonstrou toxicidade até a concentragao de 250 pg/mL, apresentando CLso = 144,3 pg/mL.

Apesar de se mostrarem toxicos, destaca-se que o extrato MeOH obtido no cultivo em
pequena escala apresentou maior toxicidade, com CLso= 2,76 pg/mL. Ainda assim, o extrato
e a fase obtidos no cultivo em escala ampliada demonstraram toxicidade, e este efeito pode
estar associado a presenga da citocalasina D em ambas as amostras, dado que essa substancia
expressa alta citotoxicidade, devido a sua afinidade pelos filamentos de actina (Trendowski,
2015).

Apesar do seu potencial biologico, destaca-se que essa substancia também ¢ toxica
para células eucaridticas viaveis/saudaveis (Trendowski, 2015), fato que incentiva a
realizacdo de estudos mais aprofundados para torna-la vidvel para geracdo de produtos. Parte
disso foi abordado no estudo de Huang et al. (2012b), que avaliou o potencial antitumoral da
citocalasina D encapsulada em lipossomas em testes in vivo com camundongos, o que nao
gerou efeitos adversos significativos nos individuos testados, mas aumentou a
biodisponibilidade da substincia, beneficiando seu potencial bioativo.

Resultados obtidos pelo grupo de pesquisa demonstraram que citocalasina D apresenta
atividade toxica contra 4. salina, com CLso= 31,4 pg/mL (Oliveira, J. 2018). Testes com 4.
salina realizados com outras citocalasinas revelam que essas substincias sdo toxicas, como
por exemplo a citocalasina B isolada do endofito Aspergillus sp., com CLso = 24,9 pg/mL

(Feitosa et al., 2016). Os ensaios com A4. salina sdo importantes para gerar dados preliminares
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para a realizagdo de testes com linhagens de células, ou até mesmo testes in vivo, os quais sao
mais precisos para apontar a toxicidade de uma determinada substancia. Dados da literatura
reportam que a citocalasina D isolada do fungo endofitico X. cubensis expressa potencial
citotoxico contra células de linhagem KB, com Clso = 3,99 ng/mL (Klaiklay et al. 2012) e
3,25 pg/mL (Sawadsitang et al, 2015), contra as linhagens de células NCI-H187 (5,95
pg/mL) e Vero (0,36 pg/mL) (Sawadsitang et al., 2015).

Tabela 18 - Porcentagem de mortalidade e CLsy dos extratos MeOH dos cultivos em pequena escala (1°) e em
escala ampliada (2°) e da fase AcOEt do extrato MeOH (2°) dos micélios de X. cubensis G1 PP8 contra 4. salina

Mortalidade
Concentracio (%)
e fxt. MeOH Ext. MecOH Fase AcOEt
1°) (2°)
1000 100 100 100
500 97 100 100
250 93 93 73
125 93 73 47
60 87 10 20
30 87 0 0
15 83 - -
7,5 67 - -
3,75 63 - -
0,95 7 - _
0,25 3 - -
CLso

2,76 84,02 1443
(ng/mL)
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6. CONCLUSOES

O estudo dos extratos MeOH dos fungos endofiticos de Palicourea prancei revelou
que eles possuem potencial biologico, sendo fontes de substincias promissoras para
aplicagoes biotecnologicas. Nos ensaios preliminares, observou-se que os fungos endofiticos
G1 PP8 e G2 PP5 apresentaram baixa atividade bacteriostatica na concentracdo de 1000
pg/mL contra Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus e que, no ensaio de toxicidade
frente a 4. salina, o extrato de G1 PP8 apresentou alta toxicidade, com CLso = 2,76 pg/mL.

Este foi o primeiro estudo realizado com fungos endofiticos de P. prancei, no qual foi
possivel realizar a identificacio molecular da espécie do fungo com codigo G1 PPS,
denominado Xylaria cubensis. Da fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis
G1 PPS, isolou-se a biomolécula citocalasina D. Os ensaios realizados com o extrato MeOH ¢
a fase AcOEt do extrato MeOH dos micélios de X. cubensis G1 PP8 ndo apresentaram
atividade antibiotica, mas foram toxicos frente A. salina, com CLso = 84,02 pg/mL para o
extrato MeOH e CLso = 144,3 ng/mL para a fase AcOEt.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo contribuem para o conhecimento quimico
dos fungos endofiticos de P. prancei, bem como suas aplicabilidades bioldgicas. Para estudos
futuros, sugere-se investigar o perfil quimico de X. cubensis G1 PP8 em outros meios de
cultivo e explorar seu potencial para a producao de substancias de interesse biotecnoldgico,
aliado a estudos com o seu caldo metabdlico, tendo em vista os resultados observados em
pesquisas realizadas com a espécie. Também sugere-se a realizagdao de estudos com a planta
hospedeira, P. prancei, a fim de realizar um comparativo entre a fitoquimica e os metabolitos

produzidos pelos microrganismos fingicos de suas folhas.
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