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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um dos maiores problemas para satde publica, por isso
muitos estudos se esforgam na busca por novas alternativas de tratamento para infecgdes
causadas por microrganismos resistentes. Fungos endofiticos tem se mostrado como uma
abordagem promissora na busca de biomoléculas com potencial antimicrobiano. O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de 49 fungos endofiticos isolados de
diversas espécies de plantas no Brasil. Inicialmente, uma triagem da atividade foi realizada
pelo método de bloco de difusdo em agar e demonstrou que 7 isolados identificados como
Penicillium sp. (5 isolados), Aspergillus sp. (1 isolado) e Trichoderma sp. (1 isolado; DR19)
exibiram halo de inibi¢do para pelo menos uma das cepas padrdo testadas. Buscando a
identificacdo de espécies flngicas com escassez de dados na literatura com relacdo a producao
de antimicrobianos, foram adicionadas mais 3 amostras de fungos endofiticos no estudo:
Paecilomyces sp. (DR26), Alternaria sp. (DR45) e Annulohypoxylon stygium (DR47). Assim,
os 4 isolados fungicos DR19, DR26, DR45 ¢ DR47 foram selecionados entre a colegdo.
Sobrenadantes concentrados de cada cultura liquida fingica foram testados quanto sua
atividade antimicrobiana pelo método de difusdao em agar. O fungo DR47 foi o que apresentou
maior potencial de atividade antimicrobiana, apresentando halo de inibi¢cdo contra duas cepas
de Staphylococcus aureus, € contra uma cepa de Candida albicans em todas as condi¢des
testadas. Devido ao potencial antimicrobiano apresentado pelo isolado fungico DR47, um
extrato fungico foi preparado com acetato de etila em um meio de cultivo em estado sélido.
Em seguida, o extrato foi testado quanto a sua atividade antimicrobiana, apresentando halo
inibitorio contra trés cepas estafilocdcicas e a cepa de C. albicans, além de uma cepa clinica
de MRSA. Desta forma, uma andlise do genoma do isolado DR47 (4. stygium DR47) foi
realizada e possibilitou a identificacdo de possiveis clusters biossintéticos associados a
atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos com a andlise gendmica encontraram
porcentagens de similaridade para 15 clusters biossintéticos de moléculas ja conhecidas. Entre
eles, 6 clusters apresentaram 100% de similaridade. Entre as moléculas codificadas por estes
clusters, foram reportados desde compostos utilizados como corante alimentar, por exemplo,
a Monascorubrina e também micotoxinas, como a Fusarina. A associa¢do de ferramentas
genéticas para exploracdo in silico e de testes antimicrobianos in vrito possibilitou neste
estudo demonstrar que o fungo 4. stygium, representa uma nova fonte promissora na busca de

compostos contra patdgenos humanos, visto que, ele ¢ ainda pouco explorado quanto as suas



atividades bioldgicas. Sendo assim, a identificagdo de novas moléculas com potencial
antimicrobiano pode contribuir, no futuro, na ampliagdo das op¢des de tratamentos contra as
infec¢des microbianas, especialmente causadas por microrganismos resistentes, contribuindo

para diminuicao das taxas de mortalidade e morbidade relacionadas a estes microrganismos.

Palavras-chave: Fungos endofiticos; atividade antimicrobiana; analise gendmica;

Annulohypoxylon stygium.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a great challenge for public health. Therefore, many studies are
striving to find new treatment alternatives for infections caused by resistant microorganisms.
Endophytic fungi have been an interesting source in the search for biomolecules showing
antimicrobial potential. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of 49
endophytic fungi isolated of plants from Brazil. Initially, the fungi collection was screened
using the method of agar block diffusion against standard microbial strains. 7 fungi showed an
inhibition halo against at least one of the tested strains. The fungi were identified as
Penicillium sp. (5 isolates), Aspergillus sp. (1 isolate) e Trichoderma sp. (1 isolate; DR19). In
order to explore fungi genders that are rarely studied as producers of antimicrobial
compounds, the isolate of Trichoderma sp. (DR19) from the initial screening and 3 other
isolates identified as Paecilomyces sp. (DR26), Alternaria sp. (DR45) and Annulohypoxylon
stygium (DR47) were selected among the collection and added to the following studies.
Concentrated liquid cultures of the 4 fungi isolates were tested by agar diffusion method. The
DR47 isolate presented the most prominent antimicrobial potential, presenting an inhibition
halo against two strains of Staphylococcus aureus and one strain of Candida albicans in all
tested conditions. Due to the antimicrobial potential presented by the isolate DR47, its fungal
extract was obtained from a solid-state culture followed by extraction using ethyl acetate.
Subsequently, the extract was tested by agar diffusion method, showing an inhibitory halo
against the three staphylococcal strains and the C. albicans strain, as well as a clinical MRSA
strain. Thus, an analysis of the whole genome sequencing of the isolate DR47 (4. stygium
DR47) was performed and it was possible to identify probable antimicrobial biosynthetic
clusters. The results regarding the genomic analysis found percentages of similarity for 15
biosynthetic clusters of molecules already known. Among them, 6 clusters presented 100% of
similarity. The compounds codified by those clusters have been reported as food coloring
(Monascorubrin) and also as mycotoxins, such as Fusarin. The combination between in silico
exploration and in vitro antimicrobial assays made it possible to demonstrate that the fungus
A. stygium represents a promising new source in the search for compounds against human
microbial pathogens. This fungal specie is still little explored in terms of its biological
activities. Thus, the identification of new molecules showing antimicrobial potential may

contribute to the expansion of treatment options against microbial infections, especially



caused by resistant microorganisms. It will contribute to decrease of the mortality and

morbidity rates related to these microorganisms.

Keywords: Endophytic fungi; antimicrobial activity; genomic analysis; Annulohypoxylon
stygium.
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1 INTRODUCAO

O tratamento das infec¢gdes microbianas tem sido um desafio na satide publica, devido,
principalmente, ao rapido aparecimento e disseminagdo de amostras microbianas resistentes a
antibioticos (AKOVA, 2016). O impacto econdmico e clinico provenientes do aparecimento
de microrganismos com perfil de resisténcia estd presente especialmente no ambiente
hospitalar, e estdo associados ao aumento de morbidade e¢ mortalidade, tanto nos paises
desenvolvidos, quanto nos paises em desenvolvimento (ECDC, 2018).

Dados de 2015 reportaram que processos infecciosos causados por patdgenos
resistentes aos antimicrobianos tem ocasionado a morte de cerca de 33.000 individuos por ano
em toda a Europa (CASSINI et al., 2019). O perfil epidemiologico de resisténcia bacteriana
na Europa ¢ bastante varidvel de acordo com a regido. Isso ocorre provavelmente porque
existem diferengas significativas na utiliza¢do de antimicrobianos, no controle de infecgdes e
nas praticas preventivas (CASSINI et al., 2019). Até 2050 estima-se que o impacto da
resisténcia aos antimicrobianos custara a vida de 10 milhdes de individuos no mundo e uma
diminui¢do econdmica importante no produto interno bruto (PIB) de paises como a Gra-
Bretanha (IACG, 2019).

Nos Estados Unidos (EUA), infecgdes por microrganismos resistentes sao estimadas
em mais de 2,8 milhdes de casos por ano, além de mais de 35 mil mortes no mesmo periodo
(CDC, 2019). Mesmo com a dificuldade de estimativa de custos econOmicos, infec¢des
associadas a estes microrganismos t€ém um impacto oneroso na economia em diversos paises.
Nos EUA, estima-se que o custo total estd em torno de 55 bilhdes de dolares (HWANG;
GUMS, 2016). Dados da regido da Catalunha relevam que os custos ocasionados pelas
principais infecgdes hospitalares superaram os 30 milhdes de Euros em 2013 (GRAU, 2017).
Diversos fatores sdo responsaveis pelos custos elevados destas infecgdes, como o patdogeno
responsavel pela infecgdo, as caracteristicas do paciente, o tipo de infeccdo adquirida e a
presenca de diferentes mecanismos de resisténcia (GRAU, 2017).

A ocorréncia de infecgdes por bactérias e fungos resistentes pode estar associada a
alteragdes na microbiota do hospedeiro ou pode ocorrer por via exogena, através de contato
direto, secregdes, aerossois ou artefatos contaminados em procedimentos médicos. Além
disso, as condigdes imunologicas do paciente tém um papel relevante na gravidade e

incidéncia das infecc¢des, e podem estar associadas a faixa etdria e a utilizagdo indiscriminada
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de antibioticos, esta ultima podendo contribuir para a disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos (GARCIA et al., 2013).

Dentre as principais causas de enfermidades infecciosas, as bactérias gram-negativas e
gram-positvas se caracterizam como uma das mais importantes, devido ao aumento
consideravel nos perfis de resisténcia aos antimicrobianos. Elas sdo cada vez mais eficientes
em processos infecciosos por apresentarem também diversos fatores de viruléncia que
contribuem para sua alta patogenicidade e persisténcia, como a produgdo de biofilme em
dispositivos médicos implantaveis (AKOVA, 2016).

A crescente incidéncia dos microrganismos multirresistentes tem estimulado os
pesquisadores a buscar novos agentes antimicrobianos como uma estratégia importante para o
estabelecimento de terapias alternativas no tratamento das infec¢des causadas por estes
microrganismos. Nessa perspectiva, produtos naturais, como por exemplo extraidos de plantas
e de fungos endofiticos, tém se apresentado como uma importante fonte bioldgica de novas
moléculas bioativas, podendo, muitas destas moléculas, apresentar atividade antimicrobiana
contra patogenos resistentes (MARTINEZ-KLIMOVA et al., 2017).

Apesar do numero crescente de estudos relacionados, as atividades biologicas de
microrganismos endofiticos sdo ainda pouco exploradas em todo mundo. Aqui destacamos os
fungos endofiticos, que sdo microrganismos que habitam tecidos internos de plantas sem
causarem nenhum dano aparente (MARTINEZ-KLIMOVA et al, 2017). Estes
microrganismos apresentam uma grande diversidade e tem um papel importante no
crescimento e saude da sua planta hospedeira, principalmente através da produgdo de
metabolitos bioativos com intimeras atividades biologicas ja relatadas (NISA et al., 2015).
Existem aproximadamente 300.000 espécies de plantas na Terra e cada planta individual ¢
hospedeira de um ou mais endoéfitos, sendo esses hiperdiversos, com uma estimativa de mais
de um milhdo de tédxons diferentes de fungos endofiticos (STROBEL; DAISY, 2003).
Contudo, as populagdes descritas de linhagens endofiticas sdo poucas, o que significa que a
oportunidade de encontrar novas linhagens e produtos naturais de microrganismos endofiticos
que colonizam plantas em diferentes nichos e ecossistemas ¢ abundante. Assim, devido a
problematica da resisténcia aos antimicrobianos € a demanda por novas opg¢des de tratamento
das infecgdes relacionadas, o presente estudo busca identificar fungos endofiticos isolados no

Brasil que produzam moléculas com potencial antimicrobiano.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de plantas no Brasil.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar triagem da atividade antimicrobiana dos fungos endofiticos por meio de bloco de
difusdo em 4agar contra linhagens padrao de Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia
coli ATCC e Candida albicans ATCC.

e Identificar por meio de caracteristicas morfologicas (microcultivo e repique pontual) as
espécies de fungos endofiticos que apresentaram atividade antimicrobiana na triagem
inicial.

e Determinar a atividade antimicrobiana de extratos fungicos selecionados através da
metodologia dos pogos.

e Utilizar ferramentas in silico para identificacdo de clusters biossintéticos de metabolitos
secundarios no genoma do fungo que apresentou maior potencial antimicrobiano.

e Identificar as moléculas bioativas presentes nos extratos fingicos e comparar com os

resultados in silico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccoes microbianas e resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ uma ameaga mundial para a saide publica. Muitas
organizagdes internacionais de saide em diferentes paises, tem investido em pautas que
visem combater o seu aumento. Principalmente porque infecgdes ocasionadas por
microrganismos resistentes t€ém apresentado inimeros impactos negativos na saude e vida da
populagdo, como o aumento da mortalidade, internagdes mais demoradas e alta nos custos
com tratamentos médicos (OPAS, 2017).

A répida capacidade de disseminacdo da resisténcia microbiana acontece devido um
ciclo perpetuado na sociedade humana através do uso prolongado, desnecessario ou incorreto
de antibidticos pela populagdo, praticas inadequadas de seguranca e prevengao nos servigos
de saude e utilizagdo de antibidticos como fertilizantes de crescimento e prevencdo de
infec¢des na industria agropecudria (SCOTT et al., 2019). Esse ciclo de utilizagdo favorece a
aquisi¢cdo de genes de resisténcia por bactérias e fungos, facilitando sua sobrevivéncia e
disseminagdo em diferentes ambientes, por exemplo, por meio da agua ¢ do solo (KHAN;
BAIG; MEHBOOB, 2017; SCOTT et al.,, 2019). Através de dados epidemioldgicos
hospitalares foi possivel identificar os principais grupos bacterianos associados as infecgdes
nosocomiais em humanos, reportados através da sigla ESKAPE, que inclui as bactérias
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016).

Dentre eles, podemos destacar o Staphylococcus aureus, um coco gram-positivo que €
encontrado fazendo parte de mucosas e da pele saudaveis de humanos e alguns outros animais
(SANTAIJIT; INDRAWATTANA, 2016). Entretanto, este microrganismo também esta
associado a processos infecciosos, sendo o principal patégeno gram-positivo causador de
infec¢cdes na corrente sanguinea, endocardites infecciosas, infecgcdes osteoarticulares, de pele
e tecidos moles graves e infecgdes relacionadas a dispositivos médicos (TURNER et al.,
2019). Um dos seus perfis de resisténcia bastante disseminado em todo mundo ¢ conhecido
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA; methicillin-resistant S. aureus),

reportado como uma ameaca global em processos infecciosos nosocomiais € comunitarios
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(TURNER et al., 2019). Estima-se que MRSA coloniza de forma assintomatica a cavidade
nasal e/ou a pele de aproximadamente 5% da populacdo hospitalar nos EUA e que 2 em cada
100 pessoas saudaveis contém MRSA em sua narina (CDC, 2019). MRSA dispoe de fatores
de viruléncia associados a evasdo a resposta imune do hospedeiro, dificultando o tratamento.
Isso acontece devido a capacidade da bactéria de produzir enzimas e toxinas com fun¢ao
citolitica e formar biofilme, que contribuem para adaptacdo cada vez mais rapida ao
hospedeiro e as intervencdes terapéuticas e cronificacao das infecgdes (REIJER et al., 2016).
Segundo o CDC (Centro de Controle e Prevengao de Doencas), 323 mil casos de MRSA sao
notificados por ano nos EUA, estimando-se ser a causa de morte de mais de 10 mil pessoas
por ano (CDC, 2019).

Outro género gram-positivo importante ¢ o Enterecoccus, que sa0 microrganismos
anaerobios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal humana e podem ocasionar
diversas patologias, sobretudo as associadas aos cuidados de servicos de saude do trato
urindrio, de sitio cirurgico e infec¢des de corrente sanguinea. Em 2017, aproximadamente 20
mil casos de infec¢des por enterococos estavam correlacionados com a assisténcia a saude nos
EUA (CDC, 2019). Quando em quadros infecciosos, esses patogenos desenvolveram variadas
estratégias de resisténcia aos antibioticos, dentre eles podemos citar a capacidade de produgao
de beta-lactamases e a diminuicdo da permeabilidade celular a entrada de antibidticos
(LEVITUS; PERERA, 2018). A partir da década de 80, surgiram as primeiras linhagens de
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE, vancomycin-resistant Enterococcus). Estes
microrganismos sao caracterizados por apresentarem resisténcia a vancomicina através da
diminui¢do na afinidade de ligagdo do fAirmaco no seu sitio de agdo, que ¢ caracterizado pela
susbtituicdo do terminal D-Alanina pelo D-lactato (D-Lac) durante a sintese do peptidoglicano
(LEVITUS; PERERA, 2018). A aquisicdo deste mecanismo de resisténcia ocasionou uma
diminui¢do significativa na terapia disponivel para o tratamento de patologias relacionadas
aos enterococos, visto que a vancomicina ¢ uma droga comumente utilizada no tratamento de
infeccdes graves causadas por estes microrganismos. Além disso, a resisténcia aos
antimicrobianos também levou ao aumento da disseminag¢do bacteriana em ambientes
hospitalares, ocasionando mais de 54 mil casos de infecgdes por VRE em pacientes
hospitalizados, o que tem levado a morte de quase 5.400 pessoas a cada ano nos EUA (CDC,

2019).
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Atualmente, os patdgenos gram-negativos sdo considerados como um grupo de ampla
dificuldade de tratamento clinico, porque apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos,
que aumentam as taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (OLIVEIRA;
REYGERT, 2019). Um dos principais conjuntos de patdgenos neste ambito sdo as bactérias
entéricas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, especialmente Escherichia coli,
Klebsiella, Proteus, Enterobacter ¢ Salmonella, estando estas associadas a infecgoes
gastrointestinais, urinarias, pneumonias, infec¢des de corrente sanguinea, entre outras
(OLIVEIRA; REYGERT., 2019; DOI et al., 2017). Um dos principais perfis de resisténcia
relacionados a essas bactérias € a producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL;
extended-sprectrum beta-lactamases) que sdo B-lactamases que podem hidrolisar drogas da
classe das penicilinas e cefalosporinas (DOI et al., 2017). Infec¢des de corrente sanguinea
ocasionadas por enterobactérias produtoras de ESBL aumentam em 50% a chance de morte
quando comparada ao mesmo tipo de infeccdo por linhagens ndo produtoras (CDC, 2019).
Esse tipo de resisténcia se tornou uma problematica principalmente porque estes
microrganismos sdo os maiores produtores de -lactamases em todo o mundo e sdo capazes
de disseminar plasmideos contendo genes de resisténcia por conjugagdo, o que acarretou no
aparecimento de espécies multirresistentes. Adicionalmente, a aquisicdo de resisténcia a
classe de farmacos carbapenémicos nestas bactérias, conhecidas como ERC (Enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos) e KPC (Klebsiella pneumoniae resistente aos
carbapenémicos) (CODJOE; DONKOR, 2017) também tem sido bastante incidente em todo o
mundo e esta associada a aquisicdo de plasmideos conjugativos (ARIAS; MURRAY, 2012).
Os patogenos resistentes aos carbapenémicos sdo considerados pelo CDC como uma ameaga
urgente, principalmente as espécies Klebsiella pneumoniae e E. coli, por serem as bactérias
mais frequentemente associadas a infeccdes do grupo e ocasionarem aproximadamente mais
de 190 mil infecc¢des por ano nos EUA (CDC, 2019).

Os bacilos gram-negativos nao-fermentadores sdo outro grupo de patdgenos
importantes, por serem responsaveis por muitas das infec¢des fatais no ambiente hospitalar e
apresentarem uma sensibilidade consideravelmente baixa a terapia antimicrobiana devido a
resisténcia encontrada em muitas das linhagens (OLIVEIRA; REYGERT., 2019). Dentre
estes microrganismos, as principais espécies que se destacam sdo: Acinetobacter Baumannii,

Pseudmonas aeruginosa, Burkholderia linhagemcia, Stenotrophomonas maltophilia, entre
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outras. A capacidade de multirresisténcia por algumas dessas linhagens pode ocorrer através
de mutagdes cromossdmicas, que podem causar uma alta produgdo de beta-lactamases,
superexpressao de bombas de efluxo, mudangas em sitios alvo de antimicrobianos e alteragdes
na permeabilidade celular. Esses mecanismos de multirresisténcia sdo comumente observados
em P. aeruginosa € A. baumannii. Adicionalmente, este grupo de bactérias também ¢ capaz
de produzir carbapenamases (enzimas que clivam os carbapenémicos, conferindo resisténcia)
através da aquisicdo de elementos genéticos moveis. Assim, estes microrganismos sao
considerados uma ameaga no ambito hospitalar devido a limitagdo no tratamento das
infeccdes associadas a eles (RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015; CDC, 2019). De
acordo com o Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC), na Unido
Européia, 32,1% dos isolados de P. aeruginosa eram resistentes a pelo menos um dos grupos
antimicrobianos utilizados no tratamento, enquanto espécies de Acinetobacter spp.
apresentaram uma porcentagem de 56,4% para resisténcia a um dos farmacos comumente
utilizados (ECDC, 2018).

Adicionalmente, a busca de novas abordagens terap€uticas antimicrobianas também se
estende atualmente a microrganismos fungicos, como a levedura Candida albicans, que ¢é a
quarta principal causa de infec¢des na corrente sanguinea nos EUA (CDC, 2019). Dados
revelam que 1 a cada 4 pacientes com infec¢des de corrente sanguinea causadas por espécies
de Candida resistente aos farmacos disponiveis vem a 6bito (CDC, 2019). Esta levedura esté
presente principalmente na pele e mucosas, fazendo parte da microbiota humana. Entretanto,
¢ prevalentemente associada a patologias em individuos imunocomprometidos, podendo
levar ao Obito em certos casos, apresentando uma letalidade de até 40% dos casos em
infeccdes sistémicas (DADAR et al., 2018). Além disso, esse patobionte tem adquirido
resisténcia aos antimicrobianos utilizados em seu tratamento convencional, tornando cada
vez mais dificil a sua terapéutica, que ¢ baseada sobretudo nas classes de medicamentos
polienos e azdlicos (PRISTOV; GHANNOUM, 2019). Farmacos azodlicos, como o
fluconazol, inibem o crescimento fungico de Candida albicans através de alteragdes na
estrutura da membrana celular da levedura, por meio da ligacdo a um dos seus componentes,
o ergosterol (FORD et al., 2015). Contudo, nos ultimos anos, a aquisi¢do de estratégias
moleculares de resisténcia aos azolicos tem tornado este patdogeno uma problematica na

clinica, visto que a resisténcia estd associada a aquisicdo de genes como CDRI e CDR2, que
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codificam para os transportadores do tipo ABC, capazes de aumentar o efluxo do farmaco
para fora da célula, além do gene MDRI que codifica para uma bomba de efluxo que também
diminui a concentracdo intracelular do farmaco. Outro mecanismo de resisténcia relatado
neste caso ¢ a supressao do efeito do farmaco no seu sitio alvo, através do aumento no nivel
de producdo e acdo de enzimas da via do ergosterol, codificados pelo gene ERGII

(PRISTOV; GHANNOUM, 2019; FORD et al., 2015; DADAR et al., 2018).

Figura 1. Nimero de novas drogas antibacterianas aprovadas nos ultimos anos

Numero de novos antibacterianos aprovados pelo Food and Drug Administration
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Dados cedidos pelo Centro de Avaliago e Pesquisa de Drofas (CDER) do FDA.

Fonte: Adaptado de CDC (2013).

O Forum Econdmico Mundial (2019) enquadrou a resisténcia antimicrobiana como
um dos mais graves problemas de saude global, alertando para os riscos da utilizacio
irrestrita de antibioticos (WEF, 2019), visto que ao longo das décadas houve uma
consideravel diminuicdo no numero de desenvolvimentos e aprovagdo de drogas

antimicrobianas, levando a restricdo no numero de terapias disponiveis (Figura 1). O
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desenvolvimento de politicas publicas em satde, ado¢ao de medidas preventivas, educagdo
em saude, investimentos em pesquisa cientifica sobre resisténcia e a busca por novas fontes
de moléculas antimicrobianas sdo as principais propostas para uma tentativa de conseguir
conter os avangos cada vez mais rdpidos da disseminacdo da resisténcia e os impactos
negativos em saude (WEF, 2019; O’NEILL, 2014; OMS, 2015; OPAS, 2016). Quanto a
ultima proposta citada, fontes de moléculas antimicrobianas de origem natural e renovaveis
tem despertado maior interesse da comunidade cientifica atualmente (MARTINEZ-

KLIMOVA et al., 2017).

2.2 Fungos endofiticos e moléculas bioativas

Endofitos sdo definidos como microrganismos capazes de sobreviver uma parte do seu
ciclo de vida dentro do tecido vegetal de plantas sem causarem danos sistémicos
(ANCHEEVA; DALETOS; PROKSCH, 2019). A capacidade de microrganismos tornarem-se
endofitos se da através da colonizagdo dos tecidos do hospedeiro vegetal geralmente por meio
de fendas naturais e feridas nas raizes das plantas (YAN et al., 2019). As bactérias e fungos
sao reportados na literatura como espécies capazes de construir este tipo de relacdo e podem
ser encontrados em diversos tecidos vegetais, especialmente em folhas e ramos (POLES],
2015), mas podem ser localizados também vivendo em raizes (WHITE et al., 2019). A relacao
endofito-hospedeiro ¢ considerada como uma simbiose principalmente mutualistica
(SCHULZ; BOYLE, 2006).

Os fungos endofiticos podem ser encontrados dentro de plantas das mais diferentes
regides e climas globais, e sua presenca tem sido relatada desde plantas medicinais até
comestiveis. A exploracao biotecnologica de fungos endofiticos € cada vez maior, visto que,
esses microrganismos sao capazes de produzir moléculas que fornecem inimeros beneficios
para seus hospedeiros e que sdo ainda pouco exploradas (MARTINEZ-KLIMOVA et al.,
2017). Ao longo dos anos observou-se que a associa¢do entre fungos endofiticos e seu
hospedeiro, vai além de uma situacdo simbiotica, mas sim, pode promover beneficios para as
duas espécies (AZEVEDO et al., 2000). Plantas fornecem nutrientes € um ambiente saudavel
para o desenvolvimento e crescimento fingico. Em contra partida, as vantagens fornecidas

pelos metabdlitos produzidos pelos enddfitos aos vegetais sdo inimeras, como a protecao
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contra fitopatogénos e herbicida (YAO et al., 2017). Além disso, a resisténcia da planta
hospedeira também ¢ promovida através da producdo e secrecdo de moléculas
antimicrobianas pelos proprios fungos, competicao pelo espago tecidual com patdgenos e
estimulacdo da producdo de moléculas com outras atividades bioldgicas (YAN et al., 2019).
Fungos endofiticos também podem ajudar a tolerar problemas abioticos, como salinidade,
metais pesados e mudangas hidricas do ambiente para que a planta consiga se desenvolver e
crescer, através da sintese de fitohormonios e metabolizacao de nutrientes toxicos do meio
(YAN et al., 2019).

Com o desenvolvimento populacional e as demandas na busca por compostos
bioativos oriundos de fontes renovaveis que possam ser empregados em diversas areas
industriais, os metabolitos de fungos endofiticos surgiram como uma alternativa de
exploracdo biotecnologica (YAN et al., 2018). As atividades antifungicas, antibacteriana
(GONCALVES, FREIRE, LIMA, 2013), herbicida (CANUTO, 2012), antiviral,
anticancerigena (SILVA, 2016) e antiparasitaria (ALVES et al.,, 2018) apresentadas por
compostos produzidos por estes microrganismos estdo sendo cada vez mais empregados em
processos farmacéuticos, alimenticios e agricolas (YAN et al., 2018). Entretanto, os endofitos
sao ainda pouco explorados quanto a produgdo de biocompostos quando comparados a outras
fontes naturais como as plantas. O Brasil ¢ um pais com uma grande diversidade bioldgica
ainda inexplorada e com grande potencial para investiga¢ao de endofitos de plantas nativas da
flora brasileira (SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019). Estima-se que existam mais de 5,1
milhdes de espécies fungicas no mundo, inimeras ainda desconhecidas (BLACKWELL et al.,
2011).

Estudos tem demonstrado que o potencial bioldgico de certas ervas e folhas medicinais
esta relacionado a presenga de determinados enddfitos (IDRIS; AL-TAHIR; IDRIS, 2013;
(NISA et al., 2015). Isso pode ser observado, por exemplo, pela producdo de taxol, um
medicamento anticancerigeno bastante utilizado em todo o mundo, que foi isolado
inicialmente de uma arvore conhecida popularmente como Teixo (7axus baccata), e
posteriormente descobriu-se que a substancia era produzida também pela espécie endofitica
denominada Taxomyces andreanae. A partir destes dados, foi possivel explorar a produgao
deste composto através do cultivo do microrganismo, tornando o processo menos oneroso €

mais sustentavel para o meio ambiente (GUO et al., 2008).
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O foco nas classes quimicas e na via de biossintese de muitos compostos naturais € o
principal objetivo de inimeras pesquisas, visto a urgéncia na obtencao de novos farmacos e a
busca por processos mais eficientes ¢ menos demorados de isolamento e purificacdo de
biomoléculas. Substancias antimicrobianas sdo um alvo extremamente importante nesta
busca, dado a diminui¢do significativa na taxa de medicamentos disponiveis e o aumento da
resisténcia antimicrobiana. Um estudo demonstrou que mais de 30% de isolados endoéfiticos
tem o potencial de produzir alguma substancia antimicrobiana (MUSSI-DIAS et al., 2012).

O metabolismo secundario de fungos ¢ responsavel por produzir moléculas que nao
sdo essenciais para o crescimento ¢ desenvolvimento do microrganismo. Entretanto, esses
compostos sdo necessarios na modulacdo do ambiente em que este se encontra, ajudando o
fungo a desenvolver-se e sobreviver em locais de alta competitividade espacial, baixa oferta
de nutrientes e forte pressao seletiva (BILLS; GLOER, 2016). Policetideos, terpenos,
alcaloides e peptideos ndo ribossomais estdo entre os grupos quimicos produzidos e isolados
de fungos endofiticos com alguns destes papéis bioldgicos (NISA et al., 2015). A sintese
desses compostos ¢ mediada por diferentes classes enzimaticas multifuncionais de policetideo
sintases (PKS), peptideo sintase ndo ribossomal (NRPS) e terpenos sintases (TS), que utilizam
diferentes substratos para a produgdo desses compostos. Por exemplo, PKS e NRPS usam
basicamente grupos malonil, além de aminoacidos e derivados para constru¢do de seus
produtos quimicos (BILLS; GLOER, 2016; DEEPIKA; MURALI; SATYAMOORTHY,
2016).

Os genes que codificam para estas enzimas, tanto em eucariotos como procariotos, sao
encontrados em clusters génicos biossintéticos (BCG). BCG’s sdo definidos como um
grupamento de genes correlacionados, ndo homdlogos, que participam de uma via metabolica
comum e estdo fisicamente proximos dentro do genoma, sendo expressos de forma co-

regulada (SLOT, 2017).

2.2.1 Policetideos

Moléculas policetidicas estdo entre uma das classes mais comuns de metabolitos

secundarios conhecidos, que compartilham a mesma origem biossintética, apesar da

diversidade estrutural encontrada entre elas (BILLS; GLOER, 2016). Fungos, bactérias e
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plantas podem produzir estes tipos de compostos, que estdo associados a uma variedade de
atividades biologicas, como atividade antiviral, anticancerigenas, anti-hipertensivas,
herbicidas e imunossupressoras, assim como também podem atuar como micotoxinas (COX;
GLOD 2004). Viarios farmacos de importancia clinica sdo policetideos, tais como a
rapamicina, lovastatina, eritromicina, anfotericina B e entre outros (BILLS; GLOER, 2016).

A sintese desses compostos ¢ mediada por diferentes tipos de enzimas chamadas de
PKS (policetideo sintases), que sdo estreitamente associadas a sintese do acido graxo e sdo
agrupadas em trés diferentes grupos (tipo I, II e III) de acordo com a combinagdo dos seus
dominios (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). Ceto-sintase (KS), a acil-transferase (AT)
e a proteina carreadora de acil (ACP) sdo os trés dominios basicos compartilhados entre essas
enzimas para formac¢do de policetideos. Outros dominios podem também estar associados e
sdo responsaveis pelas modificagdes posteriores, gerando moléculas estruturalmente diversas.
PKS do tipo I sdo caracterizadas como enormes proteinas multifuncionais que contém
dominios individualmente funcionais e sdo encontradas principalmente em fungos e bactérias.
PKS do tipo II sdo proteinas individuais restritas as bactérias e as PKS tipo III sdo chalconas e
estilbeno sintases que podem ser encontradas tanto em eucariotos (plantas e fungos) como
procariotos (bactérias) (COX, 2007).

PKS interativa do tipo I sdo as mais comumente encontradas em fungos. Sado
conhecidas pelo termo “interativa” porque esse grupo enzimatico utiliza um sistema interativo
na formacdo de suas moléculas, onde uma enzima multifuncional, a partir de acetato e
malonato, € capaz de reutilizar repetidas vezes os seus sitios ativos para sintese e ampliagao
da sua cadeia (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). De acordo com seus dominios
adicionais para construcdo do policetideo e da sua estrutura, as PKS fungicas podem ser
classificadas em: nao reduzidas PKS (NR-PKS ou aromaticas), parcialmente reduzidas (PR-
PKS) e altamente reduzidos (HR-PKS), formando moléculas com alta diversidade estrutural
(BILLS; GLOER, 2016). Moléculas como o 4cido 6-metilsalicilico (6-MSA), a lovastatina e a
esqualestatina sdo encontradas sendo produzidas por PKS do tipo I (COX; GLOD 2004).
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2.2.2 Peptideos nao ribossomais

Peptideos ndo ribossomais (NRP) s3o uma extensiva classe quimica de produtos
naturais produzidos por bactérias e fungos filamentosos, sintetizados a partir de vias
biossintéticas que ndo envolvem ribossomos (GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016). Essa
classe de moléculas ¢ sintetizada principalmente por peptideos sintetases nao ribossdémicas
(NRPS), enzimas com multiplos dominios responsaveis por catalisar reagdes especificas no
alongamento da cadeia ¢ formagdo dos seus peptideos (BLOUDOFF; SCHMEING, 2017).
Elas utilizam principalmente substratos de acila na construcdo de seus metabdlitos, como
aminoacidos proteogénicos e ndo proteicos, acidos graxos e acidos hidroxilos, gerando uma
ampla variedade de compostos quimicos lineares, ciclicos ou ramificados (BLOUDOFF;

SCHMEING, 2017).

2.2.3 Terpenos

Terpenos sdo uma classe bioativa de metabdlitos produzidos por uma diversidade de
organismos, desde plantas até¢ fungos (FELIPE; BICAS, 2016). Inimeras atividades sdo
relacionadas com esses compostos, que sdo extensivamente empregados na industria de
aromas, mas também estdo associados a atividades antibidticas e podem atuar como
hormonios vegetais e animais, entre outras atividades (BILLS; GLOER, 2016).

As principais classes desses compostos sdo 0s monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, tetarterpenos e moléculas derivadas de cinco carbonos simples: o
dimetilalil difosfato (DMAPP) e o isopentenil difosfato (IPP) (QUIN; FLYNN; SCHMIDT-
DANNERT, 2014). Esses compostos precursores em fungos sdo produzidos a partir da via
do mevalonato do acetil-CoA e posteriormente, a partir de sua condensagdo. Resultam em
hidrocarbonetos linerares, que através de desfosforilagdo e ciclizagdo catalizado por
terpenos sintases (TS) formaram os terpenos. Ha dois grupos de terpenos sintases
conhecidos, classificadas de acordo com o mecanismo de ativagdo do substrato: as terpenos
sintases do tipo I, que catalisam uma ciclizagdo dependente da ionizagdo do substrato; e as
terpenos sintases do tipo I, que catalisam uma cascata dependente da protonacdo (QUIN;

FLYNN; SCHMIDT-DANNERT, 2014). Terpenos sintases podem produzir uma ampla
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gama de compostos por vias biossintéticas que sdo também mediadas por enzimas auxiliares
na obten¢ao do composto final, como as monoxigenases do citrocomo P450, oxidoredutases
e transferases. Estas enzimas auxiliares podem realizar modificagdes na estrutura inicial do
terpeno, produzindo entdo moléculas como sesquiterpernos, diterpenos e triterpenos (QUIN;
FLYNN; SCHMIDT-DANNERT, 2014).

Dentre os compostos, destacam-se a producdo de um antibidtico, a retapamulina,
sintetizado a partir do diterpenoide antibacteriano denominado pleuromutilina, produzido
pelo fungo Clitopilus passeckerianus (JACOBS, 2010). Outro composto amplamente
empregado no tratamento de infecgdes orais por bactérias gram-positivas ¢ o acido fusidico,
um derivado de triterpernoide produzidos por Acremonium fusidioides (FERNANDES,
2016).

2.2.4 Biomoléculas de interesse industrial

O crescente interesse em produtos naturais com aplicacdo biotecnoldgica fez com
que fungos se tornassem uma das principais fontes de exploracdo em todo o mundo. Isto
porque eles sdo capazes de produzir uma ampla variedade de substancias com interesse
industrial e tem sido cada vez mais féacil o seu manuseio em larga escala (SCHUEFFLER;
ANKE, 2014). Com os avancos tecnologicos dos sequenciamentos de ultima geracao,
diversos genomas fungicos puderam ser completamente sequenciados, possibilitando o estudo
a nivel genético dos diferentes compostos produzidos pelos fungos, facilitando assim o
conhecimento biologico e o isolamento das moléculas (KELLER, 2019). A partir do estudo
dos genomas fungicos ¢ possivel explorar, por exemplo, grupos de genes envolvidos em vias
biologicas associadas a sintese e regulagdo de uma ou mais moléculas de interesse
biotecnoldgico (PFANNENSTIEL; KELLER, 2019). Com isso, a possibilidade de exploracao
dos genomas aumentou consideravelmente, tornando cada vez mais facil seu manuseio e
diminuindo os custos com os processos. O foco da indlstria entdo se voltou para
melhoramento no processo de produgdo e captacdo de substancias com alto valor agregado,
principalmente voltado para o desenvolvimento de plataformas para a producdo comercial de
muitos produtos biologicos fungicos (SAINI; KEUM, 2018).

A industria tem explorado desde pigmentos até moléculas com propriedades

antimicrobianas produzidas por fungos para produ¢do em larga escala. Alguns pigmentos,
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utilizados como corantes alimentares, sendo exemplo a monascorubrina, tem um alto valor
agregado fazendo com que muitos estudos se voltem para explorar seu potencial no mercado
(Figura 2 - DUFOSSE, 2018). A industria nos Gltimos anos se esforgou em entender a
biossintese da monascorubrina, sua via de producdo e sua estrutura quimica. Esse pigmento ¢
utilizado a milénios pela populacdo chinesa, principalmente no cultivo de arroz e em
aplicagdes também na medicina, sendo a industria alimenticia seu principal foco (LIU et al.,
2018). Este pigmento ¢ produzido principalmente por espécies fungicas do género Monascus,
mas alguns estudos demonstram que também pode ser produzido por algumas espécies de
Talaromyces (WOO et al., 2014). E um policetideo do tipo azafilona e tem algumas enzimas
chaves em sua producdo, sendo uma PKS a responséavel pelo arcabougo da sua estrutura
quimica (LIU et al., 2018). O grande problema encontrado pela industria é a producdo de
micotoxinas por espécies de Monascus, como exemplo a citrinina, dificultando seu manuseio
e uso na industria alimenticia por ser toxica para consumo humano. Diversos estudos recentes
tém buscado estratégias para superar este problema de produgdo de toxinas, aumentar a
producdo de monascorubrina e entdo conseguir conquistar mercados mais abrangentes como a

Europa e a América (DUFOSSE, 2018).

Figura 2. Exemplo de Monascus purpureus e estrutura quimica da monascorubrina

Legenda: A- Crescimento micelial de Monascus purpureus em placa de petri; B- Estrutura quimica da

monascorubrina. (Fonte: Adaptado de Dufossé, 2018)



34

2.2.5 Familia Xylariaceae

A familia Xylariaceae (Ascomycota) compreende aproximadamente 1300 espécies
separadas dentro de 81 géneros fungicos (KUHNERT et al., 2017). Fungos pertencentes a
essa familia sdo encontrados nas mais diversas regides do mundo, reportados principalmente
em climas tropicais. Sao saprofitos ou endofitos de plantas, capazes de decompor matéria
organica ¢ de decompor compostos como a lignina e celulose (STADLER, 2011). Muitos
compostos produzidos por essa familia t€ém despertado o interesse da industria farmacéutica e
agroquimica, devido a potencial capacidade biotecnologica e também pela presenga de
géneros fungicos poucos explorados, potenciais fontes produtoras de novas moléculas. Alguns
fungos desta familia apresentam a produ¢do de moléculas naturais com aplicacdes bioldgicas
em muitas areas, sendo policetideos a maior classe quimica produzidos por essas espécies
(STADLER, 2011). Um exemplo ¢ a producdo de azafilonas, moléculas com alta afinidade
pela amodnia e capazes de reagir com grupos aminos (proteinas, aminoacidos e acidos
nucleicos), com isso produzindo diversas atividades bioldgicas, como antimicrobiana,
antifungica, antiviral, antioxidante, citotoxica e anti-inflamatéria (OSMANOVA et al., 2010).

Dentre os géneros fungicos pertencentes a esta familia fingica, o género
Annuhypoxylon, anteriormente denominado Hypoxylon sec¢do Annulata, foi segregado em um
novo género por diferencas em suas caracteristicas morfologicas e quimiotaxondmicas
(HSIEH; JU; ROGERS, 2005). Atualmente, sdo relatadas na literatura mais de 40 espécies
dentro deste género (CRUZ; CORTEZ, 2016). Estes fungos podem ser encontrados vivendo
como saprofito de alguns materiais organicos, como madeira morta (STADLER, 2011), ou em
alguns casos como endofito de plantas, principalmente sendo descoberto em regides tropicais
e subtropicais (IKEDA et al., 2014).

A capacidade em produzir metabdlitos bioativos ja foi relatada neste género em
espécies endofiticas (HELALY; THONGBAI; STADLER, 2018). Esta produgdo esta
associada particularmente aos seus corpos de frutificacdo e seus pigmentos (KUHNERT et al.,
2017; STADLER; FOURNIER, 2006). Na literatura ¢ possivel encontrar alguns estudos
voltados para a busca de novos compostos derivados do metabolismo secundario destas
espécies fungicas com potenciais aplicagdes terapéuticas, reportando principalmente atividade

antitumoral, antimicrobiana, fotoprotetiva, antinflamatdria, antifingica, entre outras, de
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linhagens do género Hypoxylon sp. e Annulohypoxylon sp. (Tabela 1). Apesar dessas
atividades relatadas na literatura por alguns estudos, pouco ainda foi explorado quanto a
capacidade antimicrobiana, principalmente em fungos do género Annuhypoxylon, indicando
que este pode ser uma fonte para bioprospeccdo promissora de novas moléculas

antimicrobianas.
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Tabela 1. Microrganismos do género Annulohypoxylon e Hypoxylon e algumas atividades e moléculas de interesse biotecnoldgico relatadas na

literatura
Microrganismo Molécula Atividade Referéncia
Atividade antimicrobiana contra S.
azafilonas (multiforminas A, B, C e aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. Quang et al.,
Hypoxylon multiforme o
coli, S. Enteritidis, Aspergillus niger e C. 2005a

D)

albicans

Hypoxylon submoniticulosum

trienilfuranol A

Atividade antifiingica contra

Saccharomyces cerevisiae

Burgess et al.,

2017

Annulohypoxylon truncatum

truncaquinonas A ¢ B

(asterriquinonas)

Atividade antibacteriana contra bactérias
gram positivas / atividade citotoxica
contra linhagem celular cancerigena de
fibroblastos de rato L929 e a linhagem
celular KB3.1 de carcinona do colo do

atero

Surup et al., 2016

Annulohypoxylon minutellum

azafilonas (minutellins A, B, C e

D) e binaftil hinnulin A

Atividade citotdxica contra a linhagem

celular KB3.1 de carcinona do colo do

Kuhnert et al.,
2017
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utero

Annulohypoxylon cohaerens

' Atividade antimicrobiana contra Bacillus
azafilonas (coaerina C, D, E, F)
subtilis

Quang et al., 2006

Antimicrobiana contra Staphylococcus

Annulohypoxylon cohaerens coaerina K Surup et al., 2013
aureus
annulohypoxyloman A, B, C/
annulohypoxylomarin A /
Annulohypoxylon truncatum xylariphilone / Atividade anti-inflamatoria Lietal., 2017
annulohypoxylomanol A, B/
annulohypoxyloside
Annulohypoxylon ilanense [lanefuranone Atividade antimicobacteriana Wuetal., 2013
] Atividade antimicrobiana contra MRSA e _
Annulohypoxylon stygium Pirogalol Medina et al., 2018
E. coli
Annulohypoxylon stygium Multiformina A, annulosquamulina Fotoprotegdo Maciel et al., 2018

Annulohypoxylon squamulosum

Annulosquamulina (di-

hidrobenzofuran-2,4-diona)

Atividade antitumoral

Ming-Jen Cheng et
al., 2012

Fonte: AUTORA (2020).
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados fingicos e linhagens bacterianas

As amostras de fungos endofiticos utilizados neste estudo fazem parte da colecdo de
amostras do Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parana (UFPR - Prof. Ida Chapaval Pimentel). As linhagens foram previamente isoladas pelo
grupo de pesquisa da UFPR de FEucalyptus benthamii (Eucalipto), Glycine max (Soja),
Platanus orientalis (Platano-oriental), Solanum tuberosum (Batata-inglesa), Saccharum
officinarum (Cana-de-agucar) e Pinus elliottii (Pinheiro) e conservados em tubo contendo
meio BDA (Batata-Dextrose agar — Sigma-Aldrich). Inicialmente, foram utilizadas no projeto
54 amostras fungicas. Entre eles, quatro amostras de fungos endofiticos deste banco ja haviam
sido identificadas e denominadas DR19(7richoderma sp.), DR26 (Paecilomyces sp.), DR45
(Alternaria sp.) DR47 (Annulohypoxylon stygium) (ROBL et al., 2013). Os isolados DR19,
DR45 e DR47 foram isolados de folhas de Eucalipto (Eucalyptus benthamii), enquanto o
DR26 ¢ um isolado de soja (Glycine max).

As linhagens padroes utilizadas em todo o estudo foram: Staphylococcus aureus
ATCC29213, Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC6538P,
Escherichia coli ATCC25922, Candida albicans ATCC10231, Pseudomonas aeruginosa
ATCC9027, Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC14028 e Enterococcus faecalis
ATCC29212. As amostras clinicas bacterianas resistentes a antimicrobianos de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, isolado 16-005), Klebsiella
Pneumoniae produtora de ESBL e Enterococo resistente & Vancomicina (VRE) utilizadas
foram obtidas previamente de pacientes hospitalizados em Santa Catarina e fazem parte da
colecdo do Laboratério de Genética Molecular da UFSC, sob coordenacao da professora
Fabienne Ferreira. As amostras clinicas de MRSA e K. pneumoniae foramgentilmente cedidas
em colaboragdo com a professora Thais Sincero (UFSC) e a linhagem de VRE com o

professor Fernando Spiller (UFSC).
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3.2 Triagem da atividade antimicrobiana — Bloco de difusdo em agar

Inicialmente, os fungos endofiticos foram repicados em placas contendo meio BDA
(Batata Dextrose Agar — Sigma-Aldrich) e incubados a 25°C durante 15 dias (Figura 3).
Posteriormente, blocos da colonia fungica (6 mm) foram retirados e transferidos para a placa
de Agar Mueller-Hinton previamente inoculadas com auxilio de um furador de rolha.
Paralelamente, as culturas bacterianas e leveduriformes das linhagens padrao foram
preparadas semeando-as em Agar Mueller-Hinton (Kasvi) por esgotamento e incubadas por
24h a 37°C. Os inoculos das linhagens padrdes foram preparados em solucao salina estéril
(NaCl 0,85% p/v), para obtengdo de uma suspensdo bacteriana com uma concentragao
aproximada de 1,5x10* UFC/mL e para uma suspensdo de leveduras a uma concentragio de
1,5x10° UFC/mL, de acordo com a escala 0,5 de McFarland (CLSI, 2018). Em seguida, cada
bloco de agar contendo o crescimento do fungo foi transferido para a superficie de placas de
Agar Mueller-Hinton (MHA) inoculadas previamente com as linhagens S. aureus (ATCC
29213, ATCC25923, e ATCC6538P), E. coli (ATCC25922) e C. albicans (ATCC10231),
minutos antes da inoculagdo do bloco. As placas contendo o bloco de fungo endofitico e o
in6culo bacteriano e leveduriforme foram incubadas a 37°C por 24h e 48h, respectivamente
(SANTOS, 2013). O controle positivo utilizado foi uma solugdo de clorexidina a 0,2% (p/v) e
o controle negativo foi um bloco de meio BDA estéril utilizado para o crescimento do fungo
endofitico. Em seguida, as placas que apresentaram formacao do halo de inibi¢dao ao redor do
bloco de agar foram selecionadas e os halos foram medidos. Halos com didmetro maior que
9mm (incluindo o tamanho do bloco na medi¢ao) foram considerados como atividade
antimicrobiana positiva (GONG; GUO, 2009). O teste foi realizado em duplicata técnica e

biologica.
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Figura 3. Fluxograma metodologia bloco de difusdao em agar

Repigue dos 54 isolados flingicos Cepas bacterianas e flngica
em BDA ATCC

Padronizagdo das culturas
bacterianas e flingicas na escala
de Mc Farland 0,5

Incubacdo por 15 dias a 25°C Blocos fangicos (6mm) em J

contato com as culturas
padronizadas das cepas
ATCC

-

C+: Clorexidina 0,2%

. X . Incubacao por 24h/48h a 37°C
C-: Meio de crescimento fungico

y

Observacéo se ha halo de
inibicéo do crescimento.

Fonte: AUTORA (2020).

3.3 Identificacdo morfoldgica dos fungos

Inicialmente, os fungos que apresentaram atividade antimicrobiana no bloco de
difusdo (item 3.2) e que ndo foram previamente identificados taxonomicamente foram
submetidos a identificagdo. Para a obtengdo das estruturas microscopicas, foi realizado o
microcultivo de cada linhagem fungica em meio BDA (CBS, 2000). Apds incubagdo a 25°C
por 7 dias, as laminulas foram coradas com lactofenol (azul de algodao) e posteriormente
visualizadas em microscopio Optico em aumento de 40x. Além disso, para avaliagdo de
caractetisticas da macromorofologia da coldnia fungica, foi realizado o repique pontual dos
fungos em meio BDA e o crescimento foi observado diariamente e comparado com literatura

atual de identificagdo fungica (CBS, 2000).
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3.4 Cultivo submerso dos fungos filamentosos baseado em inducio com patéogenos

Os isolados fungicos DR19, DR26, DR45 e DR47 foram selecionadas para um novo
cultivo em meio liquido, uma vez que apresentaram atividade antimicrobiana prévia nos testes
em bloco de 4gar (item 3.2) e pertencem a géneros fungicos pouco estudados a respeito desta
atividade (Figura 4). As linhagens fungicas foram preparadas em meio liquido de 3 formas
diferentes: a. cultura em meio Sabouraud (HIMEDIA) com glicose; b. Cultura fingica em
meio Sabouraud misturada a uma cultura de S. aureus filtrada (F); e ¢. Cultura fingica em
meio Sabouraud misturada a uma cultura de S. aureus autoclavada (A). A linhagem de S.
aureus utilizada nestes experimentos foi a ATCC25923. Primeiramente, S. aureus foi
cultivado em caldo Muller-Hinton (KASVI) sob agita¢do a 37°C por 18-20h. Posteriormente,
esta cultura foi separada em duas aliquotas. Uma das aliquotas foi autoclavada para inativa¢ao
celular (A), e a outra aliquota foi centrifugada a 4000 x g em temperatura ambiente durante 5
minutos e o sobrenadante filtrado em membrana de 0,22 pm(Kasvi) (F). Uma amostra
controle também foi preparada contendo apenas o fungo em meio liquido Sabouraud
suplementado com 1% de glicose (G). Em seguida, os trés erlenmeyers (250mL) foram
inoculados com os respectivos fungos DR47, DR45, DR19 e DR26. Os frascos foram, entao,
incubados a 25°C sob agitacdo durante 7 dias. Apos esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 4000 x g por 10min a 10°C. O sobrenadante de cada cultivo foi concentrado
em concentrador a vacuo (Vacufuge Vacuum Concentrators from eppendorfs - BioCompare) a
45°C e ressuspenso em DMSO 1% (p/v). Cada sobrenadante concentrado foi entdo testado
quanto a atividade antimicrobiana, conforme descrito a seguir. Apds o periodo de incubacdo

verificou-se auséncia de crescimento microbiano através de microscopia Optica.



Figura 4. Fluxograma da metodologia de cultivo submerso de fungos com inducao de

patdgenos
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3.5 Avaliacio da atividade antimicrobiana por metodologia dos po¢os

Inicialmente, o indculo das linhagens teste de Staphylococcus aureus (ATCC29213,
25923, e 6538P), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC10231),
Pseudomonas  aeruginosa (ATCC9027), Salmonella Typhimurium (ATCC14028),
Enterococcus faecalis (ATCC29212) e as linhagens clinicas de MRSA16005, VRE, ¢ K.
pneumoniae ESBL+ foram preparados através da inoculagdo das linhagens em Agar Mueller-
Hinton (KASVI) por esgotamento e incubadas a 37°C por 24h. Cada inéculo destas linhagens
foi preparado em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% m/v) para obtencdo de uma suspensao
bacteriana com uma concentragio aproximada de 1,5x10° UFC/mL e para uma suspensdo de
leveduras a uma concentragao de 1,5x10° UFC/mL, de acordo com a escala 0,5 de McFarland
(CLSI, 2018). Em seguida, cada in6culo padronizado foi semeado em placas contendo agar
Mueller-Hinton através de um swab estéril. Cada placa de dgar continha, previamente, pogos
(6bmm). Em seguida, 70uL de cada cultivo fungico foi aplicado no pogo. O controle positivo
utilizado foi 70 pL de clorexidina 0,2% (p/v) no pocgo, € o controle negativo foi a adi¢do de
70uL. de DMSO 1% (p/v), usado como solvente no extrato. Para cada amostra foi realizada
uma replicata técnica e o teste foi repetido duas vezes nas mesmas condi¢des para replicagdo
bioldgica dos resultados. As placas foram entdo incubadas por 24h a 37°C. (CLSI, 2018). O
resultado foi considerado positivo quando observado presenca de halo de inibi¢do ao redor

dos pocos.

3.6 Obtencao de extratos fungicos a partir de cultivo em estado solido

O fungo 4. stigyum (DR47) foi cultivado em BDA a 28°C durante 7 dias. Ao mesmo
tempo, foram preparados erlenmeyers (500mL) contendo 180g de arroz e 100 mL de agua
destilada. Os frascos foram entdo esterilizados em autoclave. Apds o crescimento dos fungos
nas placas, eles foram inoculados nos erlenmeyers contendo o arroz través de uma suspensao
de esporos com Tween 80 0,01% (p/v) e mantidos a 28°C por 30 dias (SANTIAGO et al.,
2005). Apos o crescimento do fungo no arroz, o processo de extragdo foi iniciado,

adicionando-se em cada Erlenmeyer 500mL de Acetato de Etila (EtOAc - DINAMICA). Os
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frascos foram mantidos sob agitacdo (120rpm) por 48h. ApoOs o processo de extragdo, o
extrato foi filtrado e rotaevaporado sob pressao reduzida (60mmBar) a 50°C por cerca de 30
minutos (ROTAVEVAPORADOR R-210, BUCHI) para obtengao do extrato concentrado. Os
extratos foram ressuspendidos em 50mL de DMSO (VETEC) 10% (p/v) e entdo submetidos a

testes de atividade antimicrobiana, conforme descrito no item 4.5 (MEDINA et al., 2018).

3.7 Identificacao e analise de clusters biossintéticos de metabdlitos secundarios no

genoma do Annulohypoxylon stygium

O genoma do Annuhypoxylon stygium (DR47) foi sequenciado em colaboragdo com
a pesquisadora Gabriela Felix Persinoti do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis, do
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), em Campinas-SP. A
biblioteca gendmica foi preparada utilizando o Kit Nextera DNA Library (Illumina). Em
seguida, o genoma foi sequenciado na plataforma Illumina Hiseq2500 NGS (Next-generation
Sequencing) do Laboratorio Nacional de Biorrenovaveis da Universidade de Sao Paulo
(USP). A montagem foi feita pelo método de novo utilizando o sofiware Velvet
(https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/) com kmer=41 e em seguida o scaffolding foi feito
utilizando-se 0 software SSPACE (BaseClear;
https://www.baseclear.com/services/bioinformatics/basetools/sspace-standard/). Para predi¢ao
de genes foi utilizado o sofiware Augustus (Universidade de Gottingen,
http://augustus.gobics.de/) (ROBL et al. dados nao publicados).

O genoma sequenciado foi submetido a busca de clusters biossintéticos de
metabolitos fingicos conhecidos através da plataforma antiSMASH Fungal versdao 5.0
(Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell/
https://fungismash.secondarymetabolites.org). Esse sofiware permite a rapida identificagdo,
anotacdo e analise de agrupamentos de genes relacionados a biossintese de metabolitos
secundarios em todo o genoma. Ele integra e compara os dados utilizando um grande nimero
de ferramentas de andlise de metabolitos secundarios in silico que foram publicadas

anteriormente (BLIN et al., 2019).
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Adicionalmente, também foi realizada uma busca no genoma do A. stygium das
principais proteinas envolvidas nas vias biossintéticas de uma molécula denominada pirogalol
(Tabela 1). O pirogalol foi anteriormente citado em um recente estudo brasileiro, sendo este
produzido por uma cepa do fungo 4. stygium e relacionado a atividade antimicrobiana contra
MRSA ¢ E. coli (MEDINA et al., 2018). Inicialmente, foi realizada uma busca na plataforma
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, https://www.genome.jp/kegg/) para
identificar as vias metabdlicas onde o pirogalol estava inserido e quais os principais genes de
proteinas e enzimas envolvidos nestas vias. Foram encontradas trés vias relacionadas a sintese
de compostos onde o pirogalol foi reportado, sendo elas: 1. Degrada¢do de aminobenzoato
(map00627); 2. Metabolismo microbiano em ambientes diversos (map01120); 3. Inibidores de
transferases catecolaminas (map07226). A partir dessa busca inicial, com as sequéncias
FASTA do total de 331 genes envolvidos com cada uma dessas vias disponiveis no NCBI
(National Center for Biotechnology Information) foi criado um banco de dados na plataforma
Stingray(@galaxy (System for Integrated Genomic Resources and Analyses) utilizando o
programa Make Blast Database (Galaxy Version 0.1.08 — sequencias proteicas — Nomeado
banco de dados: Pirogalol) (COCK et al., 2015). Em seguida, foi realizado uma busca no
genoma do A4. stygium contra o banco de dados anteriormente criado do pirogalol no programa
NCBI BLAST+ blastp (Galaxy Version 0.1.08), utilizando como pardmetros um e-value de
0.005 e formato de saida Pairwise HTML.

3.8 Determinac¢ao da concentracio de Monascorubrina

Uma aliquota (3mL) do extrato bruto fingico do cultivo em arroz da amostra DR47
foi diluida numa propor¢do de 1:3 em etanol 100% (v\v) e submetido a leitura em
espectrofotometro  (SPETRONIC UNICAM - GENESYS 20 vis) em uma faixa de
comprimento de onda entre 320nm a 800nm para rastreamento do pigmento monascorubrina.
Esse experimento foi realizado em colaboracdo com a técnica Denise Moritz no Laboratorio
de Engenharia Bioquimica do EQA/UFSC (MORITZ, 2005). A curva de absorbancia do
extrato do DR47 foi comparada com a curva da Monascorubrina (padrdo) para possivel

identificacao desta molécula em nossa amostra.
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3.9 Espectrometria de massa do extrato de A. stygium

A analise do perfil metabdlico foi realizada em espectrometro de massas (Thermo
Scientific, Q Exactive Plus Orbitrap), com infusdo direta, equipado com fonte de ionizagdo
por electrospray, operando em modo negativo e positivo. Os analitos foram tentativamente
identificados coletando-se espectros (full scan) na regiao de m/z de 180 a 600, com resolucgao
de 60.000. Uma amostra controle (DMSO, grau MS) foi injetada previamente as analises das
amostras para monitoramento da performance do espectrometro de massa ¢ obtengdo de um
espectro de background analitico. Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o Laboratoério
de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (CCA/UFSC sob supervisio do Prof. Marcelo
Maraschin; UFSC).
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4 RESULTADOS

4.1 Triagem da atividade antimicrobiana em bloco de difusdo em agar e identificacio

morfologica dos isolados fungicos endofiticos

Os resultados obtidos na triagem com blocos de agar possibilitaram realizar uma
selecdo dos principais isolados fungicos com atividade antimicrobiana. Os isolados com
atividade positiva foram considerados aqueles onde foi observado um halo inibitorio ao redor
do bloco.

Inicialmente, todos os 54 isolados fingicos em estoque foram submetidos a esta
triagem. Entre estes, apenas 7 (14,3%) apresentaram atividade contra as linhagens de
microrganismos-teste. Os isolados fungicos que apresentaram atividade contra a linhagem
padrao de S. aureus ATCC25923 foram o 22, 27, 35, 55, 59, 62 e DR19 (Tabela 2). Dentre
eles, o Unico isolado fungico com atividade contra E. coli ATCC25922 foi o0 59, e dois desses

isolados fingicos (59 e 35) apresentaram atividade contra C. albicans ATCC10231.

Tabela 2. Triagem da atividade antimicrobiana de fungos endofiticos por metodologia de
bloco de difusdo em agar isolados de Soja (Glycine max), Pinheiro (Pinus elliottii) e Eucalipto

(Eucalyptus benthamii).

Isolado  Identificacio Morfolégica  S. aureus ATCC E. coli C. albicans

Fungico 25923 ATCC ATCC

25922 10231
22 Penicillium sp. + - -
27 Penicillium sp. + - -
35 Penicillium sp. + - +
55 Aspergillus sp. + - -
59 Penicillium sp. + + +
62 Penicillium sp. + - -
DR19 Trichoderma atroviridae + - -
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Legenda: +:observada presenca de halo de inibicdo; -: ndo foi observado nenhum halo de inibi¢do. (Fonte:

Autora, 2020).

Todos os isolados fungicos que apresentaram atividade antimicrobiana neste teste
foram identificados por meio das caracteristicas morfoldgicas do crescimento das colonias e
microscopicas (Tabela 2; Figura 3 e 4). O principal género identificado foi Penicillium sp. (5

isolados), seguido de um Aspergillus sp. (1 isolado) e um Trichoderma sp. (1 isolado).

Figura 5. Macro (A e B) e micro morfolédgica (C) dos isolados fungicos 27, 35 e 59

Legenda: 1a,b,c — Isolado 27 (Penicillium sp.); a/b- verso e reverso da colonia em meio BDA, c- microscopia

optica (40x). 2a,b,c — Isolado 35 (Penicillium sp.); a/b — verso e reverso da colonia em meio BDA, c-
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microscopia optica (40x). 3a,b,c- Isolado 59 (Penicillium sp.); a/b - verso e reverso da colénia em meio BDA, c-

microscopia optica(40x) (Fonte: Autora, 2020).

Observa-se pela tabela 2 que o isolado fungico com atividade antimicrobiana na
triagem foi a linhagem 59, que apresentou atividade contra os trés microrganismos-teste. Esta
amostra foi identificada como Penicillium sp. (Figura 3 - 3ab,c), através de suas
caracteristicas morfologicas e microscopicas de acordo com a literatura (CBS, 2000),
apresentando aspecto macroscopico de crescimento das colonias algodonoso em meio solido.
A microscopia apresentou ramificagdes de conidiéforos com conidios em seu entorno (Figura
3 -3c¢).

As imagens apresentam as peculiaridades macroscopicas e microscopicas dos isolados
fingicos: 22, 55 e 62 (Figura 4). As linhagens endofiticas 22 e 62, foram classificadas dentro
do género Penicillium sp. por exibirem, na microscopia, conidioforos ramificados (Figura 4
— lc e 3c, respectivamente). Macroscopicamente, o isolado 22 tem uma coloracao
esverdeada com bordos esbranquicados (Figura 4 - la), enquanto o isolado 62 tem uma
coloragdao bege (Figura 4 — 3a). O isolado 55 (Figura 4 — 2a,b,c) foi identificado como
Aspergillus sp. por apresentar em sua microscopia (Figura 2 — 2¢) um conidiéforo vesiculado ,
caracteristico de espécies deste género.

A linhagem endofitica DR19, pertencente a colecao e utilizado nestes testes, ja havia
sido anteriormente identificada através da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) como
uma espécie de Trichoderma atroviridae (Nimero de acesso GenBank: KC31184) (ROBL et
al., 2013).
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Figura 6. Macro (A e B) e micro morfolégica (C) dos isolados fungicos 22, 55 e 62

Legenda: la,b,c — Isolado 22 (Penicillium sp.); a/b- verso e reverso da colonia em meio BDA, c- microscopia
optica (40x). 2a,b,c — Isolado 55 (Aspergillus sp.); a/b — verso e reverso da colénia em meio BDA, c-
microscopia optica (40x). 3a,b,c- Isolado 62 (Penicillium sp.); a/b - verso ¢ reverso da colonia em meio BDA, c-

microscopia optica(40x) (Fonte: Autora, 2020).

4.2 Teste antimicrobiano em pocos das culturas fungicas em meio liquido

Os resultados dos testes com o sobrenadante das culturas fungicas cultivadas
juntamente com S. aureus autoclavado e filtrado estdo detalhados na Tabela 2. A partir dos
resultados da triagem, foi selecionado para os testes posteriores apenas o isolado DR19 (T.

atroviridae), por se tratar de um género fungico com menos relatos sobre seu potencial
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biotecnoldgico na literatura do que os géneros Penicillium e Aspergillus, que sdo amplamente
estudados. Adicionalmente, a partir deste momento, foram adicionados ao projeto os isolados
DR26, DR45 e DR47, por se tratar de espécies de fungos endofiticos ainda pouco estudados
quanto a atividade antimicrobiana e ja identificados em um estudo anterior (ROBL et al.,
2013). Estes isolados foram anteriormente identificados como Trichoderma atroviride,
Paecilomyces sp., Alternaria sp. e Annulohypoxylon stygium, respectivamente.

Cada isolado fungico foi cultivado em trés Erlenmeyers, um contendo apenas meio
liquido Sabouraud para crescimento fungico e o indculo fungico, outro com inéculo fingico
juntamente com o indculo de cultura liquida de S. aureus que foi autoclavada (A) e um
terceiro Erlenmeyer contendo o indculo fingico mais um in6culo de S. aureus filtrado em
membrana de 0,22pum (F). Este teste foi realizado desta forma, uma vez que hipopetizamos
que a presenca de outro microrganismo no meio de cultivo do fungo poderia induzir a
producdo de mecanismos de defesa pelo isolado fungico, dentre eles, a producdo de

substancias antimicrobianas.

Figura 7. Atividade antifingica contra C. albicans dos sobrenadantes concentrados do DR47

Legenda: A e B — C. albicans ATCC10231; (47A) — Cultura liquida com S. aureus autoclavado; (47F) — Cultura
liquida com S. aureus filtrado; (47G) — apenas indculo fangico; (C+) Controle positivo; (C-) Controle negativo.

(Fonte: Autora, 2020).
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Os halos de inibicao da atividade antimicrobiana de cada sobrenadante concentrado
das culturas foram medidos e estdo detalhados abaixo (Tabela 3). Observa-se que o DR19 nao
apresentou nenhuma atividade antimicrobiana, sendo o Unico isolado fingico com nenhuma
atividade neste teste. JA o DR47 foi o mais efetivo dentre os isolados, demonstrando atividade
principalmente com os sobrenadantes autoclavado (A) e filtrado (F), onde foi possivel
observar halo inibitério contra duas linhagens estafilocécicas e C. albicans. O cultivo do
DR47 em meio contendo apenas o fungo (G) apresentou apenas halo de inibi¢cdo contra a
levedura C. albicans (figura 5). Os isolados DR26 e DR45 apenas exibiram uma capacidade
antifungica com os cultivos A e F. Nenhuma dos isolados apresentou atividade contra as

linhagens clinicas de MRSA e K. pneumoniae ESBL+ testadas.
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Tabela 3. Medidas dos halos de inibigao (mm) dos sobrenadantes concentrados (5x) da cultura liquida fungica preparados com culturas de S.

aureus autoclavada e filtrada (Média dos didmetros dos halos de inibi¢do, em mm + o desvio padrao calculado a partir de duplicatas técnicas)

AMOSTRA FUNGICAS

Microrganismo-teste

DR47

DR26

DR19

DR45

A

F

A F

G A F G

A

F

S. aureus ATCC 25923

S. aureus ATCC 29213

5,3+4,7

9,5+0,7

S. aureus ATCC 6538P

15444

10+0

E. coli ATCC 25922

Salmonella Typhimurium

E. faecalis ATCC

C. albicans ATCC 10231

19,6+0,6

19+1,4

20,3+
2,5

163+1,1 183 -

+1,5

8,3+
7,3

P. aeruginosa ATCC 9027

MRSA

VRE

K. pneumoniae ESBL+

Legenda: Culturas fungicas em meio liquido sabouraud com S. aureus (F) — Filtrado em membrana de 0,22um; (A) — Autoclavado por autoclave a 120°C por 15 minutos;

(G) — Crescimento apenas

de amostra flingica em meio

liquido com glicose.;

(-) sem presenga de halo de

inibicao.

(Fonte:

Autora,

2020)
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4.3 Teste antimicrobiano de extrato em cultivo em estado sélido do fungo Annulohypoxylon
stygium (DR47)

De acordo com os resultados do teste da atividade antimicrobiana dos sobrenadantes da
cultura liquida dos isolados flngicos (Tabela 3) foi selecionado o isolado DR47
(Annulohypoxylon stygium), por seu maior potencial antimicrobiano, para a prepara¢do de um
extrato deste fungo a partir de cultivo em estado s6lido usando o arroz como substrato e suporte.
Esse fungo ainda ¢ pouco explorado quanto a sua capacidade antimicrobiana, sendo encontrado
apenas um estudo que isolou e demonstrou a atividade antimicrobiana deste isolado contra

algumas linhagens bacterianas (MEDINA et al., 2018).

Figura 8. Crescimento do A. stygium DR47 em arroz (30 dias 25°C)

(Fonte: Autora, 2020)

O extrato obtido apds extragdo com acetato de etila apresentou uma coloragdo marrom
escura. Todo o solvente orgénico foi rotaevaporado sob pressdo reduzida e o extrato bruto foi

ressuspendido em 50mL de DMSO 10%, obtendo uma concentragdo de 54,2 mg/L
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Figura 9. Teste antimicrobiano (metodologia dos pogos) do isolado DR47 contra trés linhagens
de S. aureus A — Linhagem ATCC25923; B- Linhagem ATCC29213 e C- Linhagem
ATCC6538P O extrato fungico foi obtido a partir do cultivo em estado solido (arroz). (47AE) —

Extrato bruto do DR47; (C+) — Controle positivo: clorexidina 0,2%; (C-) — Controle negativo:
DMSO 10%

(Fonte: Autora, 2020)

O extrato bruto (47AE) foi entdo testado contra linhagens gram-positivas e gram-
negativas de microrganismos ATCC e clinicos, através da metodologia dos pocos. O isolado
demonstrou atividade principalmente contra linhagens gram-positivas de S. aureus (Figura 7),
com halos variando entre 11mm e 14,3mm (Tabela 4). Entretanto, o DR47 ndo foi capaz de
inibir o crescimento de nenhuma linhagem gram-negativa, porém apresentou atividade contra a
levedura C. albicans (Tabela 4 — Figura 8) e apresentou halo de inibi¢do contra uma linhagem

clinica de MRSA (Figura 8).

Tabela 4. Atividade antimicrobiana de extrato bruto obtido a partir de cultivo em estado s6lido
(arroz) do fungo endofitico Annulohypoxylon stygium DR47 frente linhagens de bactérias e C.

albicans. O desvio padrao foi calculado de acordo com duplicatas técnicas.

Extrato bruto - DR47AE
Microrganismo-teste (medidas dos halos de

inibicdo em mm) + desvio padrao

S. aureus ATCC25923 14,3£3,2

S. aureus ATCC29213 11+0,8

S. aureus ATCC6538P 11,75+0,5
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E. coli ATCC25922 -

E. faecalis ATCC29212 -

S. Typhimurium ATCC14028 -
C. albicans ATCC10231 18,5+1,7

P. aeruginosa ATCC9027 -

VRE -

MRSA 14,3+2.3

K. pneumoniae ESBL+ -

Legenda: (-) sem halo de inibi¢ao. (Fonte: Autora, 2020)

Figura 10. Teste antimicrobiano (metodologia dos pocos) do isolado DR47 contra uma linhagem

de MRSA (16-005; foto do lado esquerdo) e uma linhagem de C. albicans (ATCC10231; foto do

lado direito).

Legenda: A- MRSA16005; B- C. albicans ATCC10231 (47AE) — Extrato bruto do DR47; (C+) — Controle positivo:
clorexidina 0,2%; (C-) — Controle negativo: DMSO 10%. O extrato fungico foi obtido a partir de cultivo em estado
solido (arroz). (Fonte: Autora, 2020)

4.4 Analise genomica de clusters biossintéticos de metabdlitos secundarios no genoma do

A.stygium (isolado DR47)

A montagem final do genoma apresentou tamanho de 38.3Mb e a cobertura estimada em

98% com BUSCO (Universidade de Genebra, https://busco.ezlab.org/). A andlise gendmica foi
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realizada através da plataforma antiSMASH, que identificou 70 clusters biossintéticos
envolvidos com o metabolismo secundéario dos fungos no genoma do A. stygium (DR47). A
principal categoria de clusters encontrada esta relacionada a producdo de policetideos sintases do
Tipo I (T1PKS), correspondendo a 51% das regides, sendo seguida por 27% de clusters
envolvidos na producdo de peptideo sintases ndo-ribossomais (NRPS), 16% de terpeno sintases,
4% na produgdo de indol, 1% de policetideo sintase do tipo 3 (T3PKS) e de um inibidor de

protease contendo beta-lactona (Grafico 1).

Grafico 1. Principais categorias de clusters de genes de metaboltos secundarios encontrados na

plataforma antiSMASH do isolado DR47 (Annulohypoxylon stygium)

( INDOL ~BETALACTONA A

T3PKS
N 1% J
Legenda: (T1PKS) — Policetideo sintase do Tipo 1; (T3PKS) — Policetideo sintase do Tipo 3 (NRPS) — Peptideo
sintase ndo-ribossomal; (TERPENO) — terpeno sintase; (INDOL) —indol; (BETALACTONA) - inibidor de

protease contendo beta-lactona. (Fonte: Autora, 2020)

Entre os clusters descritos, 9 deles estdo envolvidos com dois tipos diferentes de
enzimas, sendo 4 clusters envolvidos tanto na producdo de policétideos do tipo 1 quanto na de
peptideos nao-ribossomais (T1PKS-NRPS/ Clusters 35, 43, 44 e 60), 2 envolvidos tanto na
producao de terpeno quanto na de policetideos do tipo 1 (Terpeno-T1PKS/ Clusters 29 e 62), 2
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envolvidos na producdo de indol e TIPKS (Indol-TIPKS / Clusters 40 e 58) e 1 cluster
envolvido na produgdo de NRPS e betalactona (NRPS-Beta-lactona/ Cluster 39).

Tabela 5. Clusters de genes relacionados a produgao de metabolitos secundarios em

Annulohypoxylon stygium (DR47)

CLUSTER TIPO Similaridade Produto predito para o cluster
Cluster 1 T1PKS 100% 1,3,6,8-tetrahidronaftaleno

Cluster 11 TIPKS 11% Chaetoviridina / Chaetomugilina

Cluster 13 T1PKS 100% Fusarina

Cluster 27 TI1PKS 100% Monascorubrina

Cluster 35 TI1PKS-NRPS 100% Wortmanamide A
Cluster 40  T1PKS-indol 26% Neurosporina A
Cluster 47 T1PKS 14% Xenovuleno

Cluster 50 TI1PKS 100% Acido tisnico

Cluster 55 NRPS 100% Dimetilcoprogen
Cluster 57 T1PKS 12% Fusaridiona A

Cluster 58 T1PKS-indol 25% Acido micofenélico
Cluster 59 T1PKS 28% Shanorellin

Cluster 62 TI1PKS-terpeno 14% Oosporeina

Cluster 66 T1PKS 14% Acido estipiatico
Cluster 68 T1PKS 25% Betacnona A, Be C

Fonte: AUTORA (2020).

Entretanto, apenas 15 clusters se apresentaram como possiveis vias para moléculas ja
conhecidas (Cluster 1, 11, 13, 27, 35, 40, 47, 50, 55, 57, 58, 59, 62, 66 e 68) por conterem um ou
mais genes envolvidos em vias biossintéticas. Todos os outros clusters ndo foram associados a
nenhuma molécula conhecida quando alinhados contra bancos de dados. Dentre os clusters
encontrados no genoma do 4. stygium envolvidos em vias biossintéticas relatadas na literatura, 6
deles apresentaram uma similaridade de 100% (Tabela 6) com genes envolvidos na via de
metabolitos com diversas aplicagdes relatadas, desde a utilizagdo como corantes alimentares
(WOQO et al., 2014) até sua utilizacdo em processos biologicos do proprio microrganismo, como
a melanina (WOO et al., 2010), micotoxinas (KYEKYEKU et al, 2017), pigmentos
(ALURAPPA et al., 2014), sideroforos e furonquinonas (ZHAO et al., 2017). Além disso, dentro
de alguns destes clusters foi possivel identificar outros genes envolvidos com a via como genes
regulatorios, de resisténcia, de transferéncia e codificadores de enzimas importantes na via de

producdo destas moléculas, como desidrogenases, oxireductases e metiltranferases. Algumas
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delas estdo reportadas na literatura com diversas atividades bioldgicas em diferentes
microrganismos fungicos, entre elas atividade antifingica, antimicrobiana, antioxidante,
antiviral, entre outras.

Além desses resultados, o antiSMASH também realizou uma predicdo da estrutura
quimica das moléculas encontradas para as referidas vias biossintéticas. Com base nestas
informacdes, fizemos uma busca no PubCHEM (Centro Nacional de Informag¢ao Biotecnologica,
Estados Unidos - https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e foi possivel identificar o nome molecular
e estrutura quimica de algumas moléculas (Figura 8). Foram encontradas trés estruturas
diferentes para as betaenonas, pois estas correspondem a trés tipos de moléculas produzidas pela
mesma via biossintética e que podem ter fungdes diferentes ainda ndo identificadas (Figura 8 — 1,
J e K). Estes dados podem servir como base para busca dessas moléculas no extrato do isolado
DR47.

As andlises realizadas na busca das vias do pirogalol no genoma do isolado DR47 (item
3.7) demonstraram ndo haver nenhumas das proteinas e enzimas do banco de dados dentro do
genoma, visto que nenhuma porcentagem de similaridade foi encontrada para nenhuma das vias

de sintese testadas.
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Figura 11. Estrutura quimica das moléculas preditas pelo antiSMASH ¢ PUBCHEM
Legenda: (A) 1,2,3,4-tetrahidronaftaleno; (B) Fusarina C; (C) Monascorubrina; (D) Oosporeina; (E)
Dimetilcoprogénio; (F) Shanorellin; (G) Acido micofenélico; (H) Xenovuleno; (I) Betaenona A; (J) Betaenona B;

(K) Betaenona C; (L) Fusaridiona A; (M) Chaetoviridina A; (N) Chaetomugilina D; (O) Acido estipiatico; (P) Acido
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Tabela 6. Moléculas preditas pelo antiSMASH e suas atividades relatadas na literatura

Similaridade /

Molécula Aplicagdo/ Uso Tipo Atividade relatada Microrganismo Referéncia
1,3,6,8- Precursor da o
tetrahidronaftaleno Melanina 100% - TIPKS NR NR NR
7 Compostos derivados de
fusarina C (7-desmetil
Fusarina C) — Compostos 3,4
. : . o/ e 6 apresentaram atividade Fusarium
Fusarina C Micotoxina 100% - TIPKS contra Acinetobacter sp. solani JK10 Kyekyeku et al., 2017
Todos os compostos
apresentaram atividade contra
E. coli ambiental
o sl bl s G Monascs o sal 19
Monascorubrina orante 100% - TIPKS P P PEP
alimentar
E. coli e Bacillus subtilis Monascus anka Nozaki et al., 1991
Dimetilcoprogénio Siderdforo 100% - NRPS NR NR NR
Acido tisnico Furanodiona  100%-T1pKs tvidadeantioxidanteepro-  Xanthoparmelia Kohlhardt-Floehr et al., 2010

oxidante

farinosa
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Atividade citotoxica contra
linhagens celulares

cancerigenas HeLa, A2780, Xanthoria parietina BaCkorova et al., 2011
MCF-7, SK-BR-3 ¢ HT-9
Atividade antifiingica contra
Candida orthopsilosis e NR Pires et al., 2012
Candida parapsilosis
Atividade antlprotozoarlca' Cladonia Carvalho et al., 2005
contra Trypanossoma cruzi substellata
Atividade antimicrobiana
contra MRSA, VRE e NR Elo et al., 2007; Lira et al., 2009
Mycobacterium tuberculosis
Atividade antiviral Usnea sp. Sokolov et al., 2012
Wortmanamide A Desconhecido 100% - T1PKS NR NR NR
Shanorellin beilz*‘ffgji“;gna 28% - TIPKS NR NR NR
. o . oA
Neurosporin A Insetlcldg 26 A’. TIPKS/ Insethlda’e resistencia Neurospora crassa Zhao et al., 2017
furocoumarino indole quimica
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Compostos derivados de

Betaenone A, B e C Fitotoxinas 25% -T1PKS be;tgepqng com atw;dade . Género: . Brauers et al., 1999
inibitoria de proteinas Microsphaeropsis
quinases
Stipitatic acid Tropolona 14% - TIPKS NR NR NR
Atividade antimicrobiana: S.
aureus, B: cereus, E. co.lz, S. Cochlzobo'lus Alurappa et al., 2014
Typhimurium, P. aeruginosa kusanoi
e C. albicans
Atividade citotdxica contra Cochliobolus
células A549 por teste MTT kusanoi Alurappa et al., 2014
. . Cochliobolus
o , Pigmento 14% - TIPKS / Atividade antioxidante fusanoi Alurappa et al., 2014
osporeina vermelho terpeno Atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Chaetomium
Micrococcus lysodeikticus / e dureum Taniguchi et al., 1984

atividade antifungica contra
Candida utilis e Rhodotorula
rubra

Atividade antiviral

Beauveria sp. Terry et al., 1992
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Atividade inseticida

Beauveria bassiana

Amin et al., 2010

- . 12% - nrps-
Fusaridiona A Desconhecido TIPKS NR NR NR
. 0 Inibidor do receptor Acremonium .
Xenovuleno Meroterpendide 14% - TIPKS . . . Ainsworth et al., 1995
benzodiazepinico strictium
Atividade antimicrobiana:
Vibrio vulnificus MCCC
E1758; Vibrio rotiferianus
MCCC E385; Vibrio Chaetomium s
Chaetoviridin A Azafilona 11% - TIPKS campbellii MCCC E333 e p: Wang et al., 2018
. NA-SO01-R1
contra MRSA / atividade
citotoxica contra células
cancerigenas: A549, HelLae
Hep G2
Atividade antimicrobiana
- o/ _ contra V. vulnificus MCCC Chaetomium sp.
Chaetomugilin D Azafilona 11% - T1IPKS E1758: V. rotiferianus MCCC NA-SOI-R2 Wang et al., 2018
E385 e MRSA
Atividade antlfgnglca R P. brevicompactum Nicoletti et al., 2004
solani
Droga o
¢, . (1 . 25% -
Acido micofenolico imunossupressor T1PKS/indole  Atividade antiviral: anti-HIV NR Borrot-Esoda et al., 2004
a
Atividade antibacteriana - B. NR Kavanagh, 1947

subtillis, S. aureus, E. coli

Legenda: (NR) — Nao relatado. (Fonte: Autora, 2020).
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4.5 Dados de espectrofotometria ultra-violeta do extrato do A. stygium em comparacio

com a Monascorubrina

As andlises de bioinformatica forneceram dados de um gene ortélogo presente no
genoma do A. stygium (DR47) que estd envolvido na produgao de uma molécula denominada
monascorubina (Tabela 5). Considerando a capacidade antimicrobiana desta molécula
relatada na literatura (Tabela 6; MARTINKOVA, 1999), o extrato bruto do isolado DR47 foi
analisado por espectrofotometria com ultra-violeta (Figura 10), para verificar se a
monascorubrina estaria presente em nosso extrato. Na varredura do extrato fungico por
espectrofotometria, comparando com a curva padrao da monascorubina, foi observada uma
curva com absorbancia entre 310nm com pico em 410nm (Figural(Q) para o nosso extrato,
com pico maximo de absorbancia em 349nm, o que demonstra entdo que outra molécula com
esse pico de absorbancia esta sendo observada em nosso extrato, nao sendo compativel com a
curva de absorbancia da monascorubrina. Assim, esta molécula nao pode ser encontrada no

extrato do DR47 através desta metodologia (Figura 10-A).

Figura 12. Espectrofotometria UV do extrato de A. stygium e Monascorubrina

Legenda: (A) Curva de absorbancia da Monascorubrina; (B) Curva de absorbancia do extrato do DR47 diluido
3x em Etanol 100% (SPETRONIC UNICAM - GENESYS 20 vis. Fonte: MORITZ, 2005). (Fonte: Autora,
2020).
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4.6 Dados de espectrotometria de massa do extrato do A. stygium

Os resultados obtidos com as primeiras andlises da espectrometria do extrato do
isolado DR47 (4. stygium) ndo foram conclusivos. Durante o ensaio realizado, observou-se
um certo grau de degrada¢do do extrato, ndo sendo possivel realizar a caracterizagdo
bioquimica. Assim, sdo necessarios experimentos adicionais para a caracterizagdo do extrato

do isolado DR47.
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5 DISCUSSAO

A busca por novas moléculas com atividade antimicrobiana ocorre em todo o mundo,
principalmente com o objetivo de contribuir para a expansao das opgdes terapéuticas no caso
de infec¢des associadas a microrganismos multirresistentes aos antimicrobianos. Os fungos
endofiticos fazem parte deste contexto, pois através da sua interacdo com o hospedeiro
vegetal sdo capazes de fornecer inumeros beneficios protetivos, dentre eles, a producdo de
compostos antimicrobianos contra bactérias e fungos patogénicos de suas plantas hospedeiras
(MARTINEZ-KLIMOVA et al., 2017; YAN et al, 2019). O presente estudo encontrou
através de uma triagem inicial, fungos Penicillium sp., Aspergillus sp. e Trichorderma sp.,
pertencentes ao filo Ascomycota, com atividade antimicrobiana promissora. Estudos mostram
que mais de 80% dos isolados endofiticos de importancia biotecnoldgica relatadas sao
ascomicetos (MARTINEZ-KLIMOVA et al., 2017). Além disso, Penicillium e Aspergillus
sdo dois géneros fingicos intensamente empregados em diversos processos biotecnologicos
(NICOLETTIL; FIORENTINO; SCOGNAMIGLIO, 2014; PARK et al., 2017) e também
quando endofitos de plantas, principalmente medicinais, esses géneros fungicos sao
extensivamente estudados, expondo uma atividade antimicrobiana ja conhecida (SILVA et al.,
2011; BEZERRA et al., 2015; DINESH et al., 2017), corroborando assim com os resultados
encontrados neste estudo.

Por serem exaustivamente estudados, os fungos pertencentes aos géneros Penicillium
e Aspergillus muitas vezes produzem moléculas ja conhecidas, isoladas ou comercializadas, o
que tem feito com que a busca por novas biomoléculas se volte para géneros fungicos menos
comuns € para novas estratégias de cultivo e obtencao de extratos flingicos. Sendo assim, este
estudo utilizou um teste qualitativo em cultivo liquido de quatro linhagens fungicas de
géneros menos comumente estudados cultivadas juntamente com indculos bacterianos em
diferentes condig¢des, sendo eles: Paecilomyces sp. (DR26), Trichoderma atroviride (DR19),
Annulohypoxylon stygium (DR47) e Alternaria sp. (DR45). Os sobrenadantes concentrados
dessas culturas foram testados contra diferentes linhagens patogénicas, sendo a inibigao
antifiingica contra C. albicans a principal encontrada e produzida por trés isolados fungicos:

DR26, DR47 e DR45.
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Entre as atividades antimicrobianas observadas, este trabalho relatou a atividade
antimicrobiana de um 7richoderma sp. contra uma linhagem estafilococica (DR19, tabela 3).
Esse género fungico ¢ o mais empregado no controle bioldgico de fitopatdogenos em toda a
América (EMBRAPA, 2009; EMBRAPA, 2018). Intimeras empresas com patentes
reconhecidas ja comercializam este fungo no tratamento de pragas em distintas plantagdes, e
atualmente as pesquisas voltam-se principalmente no melhoramento destes processos para
obtencdo de uma maior eficiéncia (CAVERO et al., 2015; HADDAD et al., 2017;
MARRASCHI et al., 2019). Esses fungos também s3o citados como endoéfiticos com
habilidades antimicrobianas importantes: um trabalho de Ferreira e colaboradores (2017),
isolou de uma planta tropical brasileira ameagada de extingdo, uma espécie de Trichoderma
effusum com potencial antibacteriano contra micobactérias e S. aureus resistente a meticilina
(MRSA). Um nimero aproximado de mais de 40 metabolitos ja foram isolados de espécies de
Trichoderma, como micotoxinas, moléculas policetidicas, sesquiterpenos, composto
aromaticos, dentre outras, apresentando aplicacdes bioldgicas tanto na inibicdo de patdégenos
humanos, até atividade antiparasitaria, anti-inflamatoria, antiproliferativa e de biocontrole
(LEYLAIE; ZAFARI, 2018).

De acordo com Xu e colaboradores (2017), uma espécie de Paecilomyces sp. isolada
do solo também exibiu produgdo de compostos antifingicos capazes de inibir o crescimento
de dois fungos fitopatogénicos: Penicillium litchii e Fusarium verticillioides (XU et al.,
2017). Um outro estudo, com endofito de uma alga marinha vermelha, identificado como
Paecilomyces variotii, avaliou extratos deste fungo quanto a producdo de substancias
biologicas importantes e encontrou um composto alcaloide, denominado varioxepina A, com
inibicdo microbiana contra linhagens de S. aureus, Escherichia coli e Micrococcus luteus,
além de uma concentragao inibitéria minima (MIC) de 4pug/mL contra o fungo fitopatogénico
Fusarium graminearum (ZHANG et al., 2014). A capacidade inibitoria de fungos endofiticos
contra uma linhagem leveduriforme de C. albicans é também ja reportada na literatura em um
trabalho com Paecilomyces sp. endofito de uma planta origindria de manguezal, capaz de
produzir o metabolito secundario antifingico denominado paeciloxocins A (WEN et al.,

2010).
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O isolado pertencente ao género Alternaria (DR45) foi o menos efetivo contra C.
albicans, exibindo inibicdo em apenas uma das condigdes de cultivo testadas (Tabela 3).
Espécies endofiticas de Alternaria tem sido mais comumente relatadas como potentes
inibidores de fitopatdgenos fiingicos, gerando biomoléculas ativas contra linhagens virulentas
de plantas de interesse econdmico (WANG et al., 2015; SOLTANI et al., 2014; LOU et al.,
2016). Em contra partida, endofitos desse género foram descobertos como produtores de
possiveis moléculas anti-leveduriforme: Fernandes e colaboradores (2009), testaram um
extrato de uma linhagem isolada do café de Alternaria alternata com atividade antibacteriana
e antifungica (C. albicans ATCC69548) significativas (FERNANDES et al., 2009).

O isolado fingico com maior espectro de inibicdo foi o DR47, classificado como
Annulohypoxylon stygium. Este isolado exibiu poder inibitério contra C. albicans nas trés
condi¢des de cultivo (tabela 3). Além disso, essa linhagem foi a Uinica capaz de apresentar
halo inibitério contra 2 espécies bacterianas gram-positivas estafilococicas. Essa espécie
fingica foi relatada anteriormente com alto potencial enzimdtico na produgdo de
glicohidrolases, enzimas capazes de degradar biomassas, sendo uma alternativa para
utilizacao na degradagdo de residuos industriais, como o bagago de cana-de-agucar (ROBL et
al., 2015). Estudos sdo ainda incomuns quanto a competéncia antimicrobiana desse género,
porém alguns t€ém demonstrado sua capacidade de geragdo de moléculas bioativas para as
mais diversas aplicacdes biologicas. Por exemplo, a producdo de substancias anti-
inflamatoérias (LI et al., 2017), antibacterianas contra B. subtilis € S. aureus ¢ um moderado
efeito citotoxio em células cancerigenas murinas pelo endofito A. fruncatum ja foram
relatadas (SURUP et al., 2016). Uma linhagem da espécie Annulohypoxylon cohaerens
produziu também moléculas identificadas como coaerinas, com atividade antibacteriana
contra S. aureus e citototoxica frente a linhagem celular cancerigena de fibroblastos de ratos
L-929 (SURUP et al., 2013).

A utilizagdo do cultivo fingico na presenga de uma linhagem de S. aureus foi
utilizada neste trabalho visando mimetizar condi¢cdes mais proximas de contexto ambiental
natural, onde o fungo interage com linhagens bacterianas potencialmente patogénicas, assim
podendo induzir a produ¢do de moléculas antimicrobianas como uma forma de proteg¢do para

si mesmo e de competitividade pelo espaco e nutrientes presente no meio (KARUPPIAH et
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al., 2019; WU et al., 2019). Estudos de co-cultivo de fungos e bactérias tem sido explorados
como uma estratégia para a produgao de metabolitos desconhecidos (WAKEFIELD et al.,
2017). O estudo de Wakefield e colaboradores (2017) demonstrou que quando uma cepa
bacteriana foi cultivada em conjunto com uma linhagem flingica, estas apresentaram perfis de
producao de metabolitos que nao foram observados quando eles foram cultivados
isoladamente, indicando que a presen¢a de outro microrganismo induziu a producao de
metabolitos antes desconhecidos. Além disso, um outro trabalho observou que a indugao de
metabolitos por uma cepa bacteriana cultivada juntamente com Aspergillus fumigatus foi o
estimulo principal para a produgdao de metabolitos fingicos nesta espécie (RATEB et al.,
2013).

O cultivo fungico do isolado DR47 com cultura de S. aureus filtrada (F) favorece a
interacdo do fungo principalmente com moléculas extracelulares produzidas pela bactéria,
enquanto o cultivo fungico com cultura de S. aureus autoclavada (A) favorece a interacdao
com conteudo hidrolisado da célula bacteriana total. No entanto, ndo foi possivel observar um
aumento da capacidade inibitéria do fungo em uma condi¢do de interagdo especifica,
considerando todos os isolados testados. Por outro lado, ao menos para o isolado DR47, a
interagdo com a cultura de S. aureus (A ou F) favoreceu a atividade antimicrobiana, quando
comparada com o cultivo do fungo apenas com glicose (tabela 3), sugerindo que a producao
da (s) molécula (s) com atividade estdo sendo induzidas na presenca da linhagem bacteriana.

Sabendo da potencialidade antimicrobiana do fungo DR47 a partir do estudo de
analise qualitativa, esse endofito foi escolhido para investigagdo da produ¢do de compostos
antimicrobianos através de um cultivo em estado solido e de extracdo com solventes
organicos para melhor eficacia e alcance de metabolitos antimicrobianos. Acerca de nosso
conhecimento, apenas dois trabalhos recentes publicados abordam estudos com
Annulohypoxylon stygium, isolados como endofitos de algas marinhas (MACIEL et al., 2018;
MEDINA et al., 2018). No estudo feito por Maciel e colaboradores (2018), os autores
isolaram do extrato fungico algumas moléculas com potencial fotoprotetivo, a partir de um
cultivo em estado solido, usando o arroz como substrato. A partir destes resultados, o presente
trabalho também realizou esse tipo de cultivo, ja4 que este ¢ atualmente reportado como um

método bastante utilizado com fungos para obtengdo de metabolitos, visto que mimetizam
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caracteristicas do habitat natural do microrganismo (SOCCOL et al., 2017). O crescimento em
arroz também ¢ capaz de fornecer um maior valor nutricional para o crescimento e
desenvolvimento do fungo, quando comparados com trabalhos que usam para o crescimento
fingico residuos agroindustriais, como bagaco de laranja, melado, bagago de cana-de-agucar,
entre outros nestes tipos de cultivo (SOCCOL et al., 2017). A utilizagdo de acetato de etila
como o solvente para extragdo visou selecionar moléculas polares, ja que esse composto ¢
bastante utilizado em processos extrativos uma vez que favorece o isolamento de compostos
fenolicos, terpenos e flavonoides. Esses tipos de moléculas sdo produzidas por um amplo
espectro de fungos endofiticos e estdo também associadas a atividade antimicrobiana
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

O extrato bruto do isolado DR47 apresentou atividade antimicrobiana contra
linhagens 3 linhagens estafilocécicas, uma linhagem clinica de MRSA e uma linhagem de
C. albicans. Comparativamente, um trabalho realizado por um grupo de pesquisa brasileiro
reportou uma atividade antimicrobiana de um composto produzido por uma linhagem de
Annulohypoxylon stygium isolado de algas vermelhas marinhas contra uma linhagem
bacteriana de E. coli e também para uma linhagem de MRSA. Porém, o extrato fingico obtido
ndo foi efetivo contra a linhagem de C. albicans (ATCC90028) testada, sendo essa cepa
diferente da utilizada em nosso estudo (C. albicans ATCC10231). Neste estudo também, a
espécie fungica foi isolada de algas vermelhas, um ambiente bastante distinto de onde nosso
1solado foi retirado (Eucalipto), o que poderia explicar essa diferenca nas atividades entre
cada estudo (MEDINA et al., 2018). Adicionalmente, estes autores reportaram a molécula
denominada pirogalol como a responsavel pelas atividades antimicrobianas observadas
(MEDINA et al., 2018). Até o momento, nao foi possivel realizar testes para verificar se esta
molécula estd presente no extrato do DR47. No entanto, a andlise gendmica do isolado ndo
apontou para genes associados a sintese de pirogalol.

Fungos endofiticos podem atuar como microrganismos de defesa para seus
hospedeiros, através principalmente da producdo de metabolitos antiflingicos contra
patogenos vegetais (SOLIMAN et al., 2015). Além disso eles sdo capazes de competir pelo
espaco com fitopatdgenos, impedindo que estes se desenvolvam e causem doencas nas plantas

(YAN et al., 2019). Isso explicaria porque fungos endofiticos sdo capazes de produzir
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substancias antiflingicas contra outras espécies, como foi o caso do presente estudo, onde
isolados de fungos endofiticos produziram atividade contra outro fungo (C. albicans).

No presente estudo reportou-se dificuldade em encontrar substancias com atividade
antibacteriana contra linhagens gram-negativas. Provavelmente, esta dificuldade estd
associada as caracteristicas do envoltorio celular deste grupo de bactérias, por apresentarem
uma estrutura mais complexa quando comparadas as bactérias gram-positivas, formado por
uma membrana externa contendo lipopolissacarideos (LPS), uma parede celular
peptideoglicana delgada e uma membrana plasmatica (SILHAVY; KAHNE; WALKER,
2010). A membrana externa ¢ uma das principais barreiras encontradas nestas bactérias para a
entrada e efetividade de muitos antibioticos, por ser extremamente hidrofobica e seletiva a
entrada de diversas moléculas, incluindo as moléculas com potencial antimicrobiano (GHAI;
GHALI, 2018; PAGES; JAMES; WINTERHALTER, 2008). Em razio desta complexidade é
que as bactérias gram-negativas constituem o maior desafio atual contra os mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos, apresentando caracteristica de multirresisténcia em grande
parte das linhagens associadas a infec¢des (OLIVEIRA; REYGERT, 2019).

A opc¢ao de utilizar estratégias de bioinformdatica como um caminho na busca de
possiveis vias metabolicas biossintéticas dentro do genoma do Annulohypoxylon sytigum
(DR47) foi a estratégica inicial utilizada para identificar moléculas com potencial
antimicrobiano. A plataforma online antiSMASH 5.0 utiliza o ClusterBlast (Cluster and
Annotate Blast Results Algorithm) para identificagdo de clusters semelhantes dentro do
genoma do fungo utilizado neste trabalho com outros ja citados e depositados em banco de
dados (BLIN et al., 2019). Além disso, ele ¢ capaz de predizer enzimas centrais co-ocorrentes
no genoma utilizando perfis conservados entre as espécies, como as metiltranferases. Sendo
assim, ¢ possivel identificar os sitios ativos das enzimas, auxiliando na identificacdo da
composi¢ao quimica de cada molécula (MEDEMA et al., 2011).

A partir dos dados fornecidos pelo antiSMASH 5.0, foram detectadas 15 regides
relacionadas a via biossintética de moléculas ja conhecidas, porém o presente estudo focou o
interesse na busca das principais regides com atividade antimicrobiana ja relatadas na
literatura e suas possiveis composi¢des quimicas (Tabela 6). Dentre estas, 6 moléculas

apresentaram 100% de similaridade com o gene codificador da principal enzima da via, sendo
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as policetideos sintases (PKS) e as peptideos sintetases ndo ribossomais (NRPS) as principais
encontradas. No entanto, ¢ importante ressaltar que a espécie A. stygium apresenta apenas 1
genoma sequenciado depositado no banco de dados do NCBI e este ndo estd finalizado,
apresentando apenas scaffolds. Assim, devido a poucas anotagcdes genomicas depositadas
sobre este fungo, ndo foi possivel identificar mais moléculas.

O 1,3,6,8-tetrahidronaftaleno (THN) ¢ um composto conhecido em fungos
Ascomycetos como o principal precursor na via de produgdo da Melanina. O gene pks/ em
Noduliosporium codifica para a enzima polipeptidio sintase envolvida na sua metabolizacao,
informacao esta confirmada através de estudos de Fulton e colaboradores (1999). Sabe-se que
fungos podem produzir melanina por trés vias biossintéticas, sendo uma delas realizada
através dos substratos acetil coA ou manolil CoA, necessarios para a sintese de THN (1,3,6,
8-tetra-hidroxinaftaleno) por uma PKS (policetideo sintase). O THN ¢ um dos percursores
principais para a formacdo de DHN (1,8-dihydroxynaphthalene), que apds sua polimerizacao
¢ transformado em melanina (EISENMAN et al., 2012).

A fusarina C ¢ uma micotoxina amarela, produzida por fungos do género Fusarium,
encontrado em diversas plantas. Esta substdncia tem sido relatada como um importante
contaminante de alimentos e plantas. Por isso a busca por estudos implicados em entender sua
biossintese tem sido realizado ao longo dos anos. Um estudo realizado por Diaz-Sanchez
(2012) reportou um gene codificante para uma enzima polipeptidio sintase envolvida na sua
producdo em Fusarium fujikuroi, relatado como gene fusA. Pesquisas realizadas a partir de
manipulacdo genética em Fusarium fujikuroi determinaram e caracterizaram o cluster génico
envolvido na via biossintética de Fusarina C (NIEHAUS et al., 2013). O grupo reportou 9
genes dentro desse cluster. Entretanto, apenas quatro (fusl/, fus2, fus8 e fus9) deles estavam
diretamente relacionados com a sintese desse composto € sdo necessarios no processo. O fus/
¢ um gene essencial associado a producdo de uma enzima hibrida polipeptidio sintase /
peptideo sintase ndo ribossomal (PKS-NRPS), necessaria nas primeiras etapas para formagao
de uma molécula precursora (pre-fusarina C).

J4 a monascorubrina ¢ um pigmento vermelho-alaranjado encontrado principalmente
em espécies fungicas de Monascus (NOZAKI et al., 1991). Esta substancia ¢ utilizada

milenarmente como corante alimentar e foi encontrada sendo sintetizada por Penicillium
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marneffei, um fungo relatado como causador de doengas respiratorias, principalmente no
sudeste asidtico. Atualmente ¢ reportada principalmente em Talaromyces marneffei, na sua
forma teleomorfa. A via biossintética para produ¢do de Monascorubrina em P. marneffei foi
elucidada por Woo e colaboradores (2014). Os autores reportaram 5 genes
(pks3, rpl, rp2, rp3 e rp4) envolvidos diretamente em sua sintese, sendo o pks3 o gene
codificante da enzima policetido sintase (PKS) desta via. Eles também relataram que esta via
também esta ligada a producdo de ankaflavina e citrinina nesta espécie, sendo um o produto
final juntamente com monascorubrina € o outro um produto secundario da via,
respectivamente (WOO et al., 2014). A atividade antimicrobiana dessa molécula ja foi
relatada anteriormente contra B. subtillis, contra uma linhagem ambiental de Candida
pseudotropicalis (MARTINKOVA et al., 1999), e também contra E. coli (NOZAKI et al.,
1991). Sendo essa molécula reportada pelo antiSMASH como uma possivel via metabdlica
presente no genoma do fungo DR47, foi realizada uma  varredura
por espectofotometria visivel para a busca da monascorubina no extrato. No entanto, o
método demonstrou uma curva de absor¢do do extrato diferente da curva encontrada
para monascorubrina (JIA et al., 2019), indicando que possivelmente outro composto estd
envolvido na atividade antimicrobiana observada no extrato do DR47. Contudo, € necessario
que mais estudos sejam realizados com este fungo (DR47) para avaliar se ha ou ndo a
producdo dessa molécula e qual seu papel no metabolismo desta espécie fungica. Neste
contexto, uma das opgdes seria realizar cultivos fungicos na presenga de indutores para a
sintese de monascorubrina (JIA et al., 2019).

O dimetilcoprogénio, outro cluster biossintético relatado, ¢ um sideroforo (CHEN et
al., 2013). Sideroforos sdo compostos quelantes de ferro produzidos por diversos
microrganismos, incluindo fungos. O dimetilcoprogénio ¢ um sider6foro hidroximato,
sintetizados por NRPS (peptideo sintases ndo ribossomais), enzimas multifuncionais que
agrupam diversos substratos na formagao de peptideos lineares e ciclicos sem o envolvimento
de ribossomos, com uma gama de atividades bioldgicas. CHEN e colaboradores (2013),
demonstraram que o gene 4aNPS6, caracterizado e identificado em Altenaria alternata, um

fitopatogeno de tangerina (Citrus reticulata), codifica para uma NRPS flngica, associada a
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producao de sider6foros e melanina, absor¢cdo de ferro, resisténcia ao estresse oxidativo,
conidiagao e viruléncia.

O 4cido tsnico também teve sua via biossintética reportada pelo antiSMASH no
genoma do A. stygium. Esse metabolito € conhecido por ser produzido por classes de liquens e
apresenta diversas atividades bioldgicas exploradas, sendo comercializado em todo o mundo
(BARROS et al., 2019). Através do sequenciamento do genoma e observacdo de genes
relativos a PKS de Cladonia unicalis, um espécie de liquen, um grupo de pesquisadores
propds uma via biossintética putativa para producao de acido usnico, identificando dois genes
necessarios para essa via, sendo mpas o possivel gene codificador da PKS ndo-redutora
envolvida na biossintese desse composto; € o mpao seria o gene que codifica uma enzima
oxidativa do tipo p450 (ABDEL-HAMEED et al., 2016).

O gene TwmB codifica para uma enzima chave PKS na producdo de Wortmanamide
A, que ¢ uma molécula de funcdo ainda desconhecida produzida por uma espécie de
Talaromyces wortmanii. A estrutura quimica dessa molécula ¢ parecida com a de acidos
graxos de cadeia longa, que sdo responsaveis por ativarem diversos canais e receptores
celulares, como os GPCRs (Receptores aclopados a proteina G) que sdo proteinas
transmembranas responsaveis por captar sinais extracelulares e enviarem para o meio
intracelular para ativacao de vias celulares (HAI; TANG, 2018).

Outros compostos também tiveram sua via predita pela plataforma antiSMASH,
porém com baixa similaridade para os genes das principais enzimas chaves de diferentes vias
(Tabela 6). Entre estes, destacamos os compostos oosporeina (14% - porcentagem de
similaridade encontrada pelo antiSMASH), chaetoviridina A (11%), chaetomugilina D (11%)
e o acido micofenolico (25%), que apresentam atividade antimicrobiana contra uma
diversidade de microrganismos relatados na literatura (ALURAPPA et al., 2014; WANG et
al., 2018; KAVANAGH, 1947; NICOLETTI et al., 2004).

As estruturas quimicas das principais moléculas finais também foram preditas pelo
antiSMASH, podendo ser entdo comparadas com aquelas depositadas no PUBCHEM,
possibilitando a utilizagdo de abordagens cromatograficas para analise do extrato do DR47 na

busca das moléculas fungicas.
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Apesar dos resultados obtidos com este estudo, algumas limitagdes podem ser
observadas. Como exemplo, os testes realizados em blocos de agar realizados na triagem
inicial podem ter descartado alguns fungos produtores de substidncias com potencial
antimicrobiano, uma vez que estes fungos podem produzir moléculas antimicrobianas que nao
se difundem bem no agar.

Além disso, a utilizagdo de ferramentas de quimica analitica para a caracterizagdo
quimica do extrato, como por exemplo, a cromatografia liquida acoplada a espectrometro de
massas (HPLC-MS) poderia nos ajudar a identificar as principais moléculas potencialmente
envolvidas com a atividade antimicrobiana identificada neste estudo. A caracterizagdo
quimica do extrato associada aos resultados da andlise gendmica auxiliardo na identifica¢do
da molécula relacionada a atividade observada bem como ao seu isolamento para estudos

posteriores.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, sete isolados fungicos, pertencentes aos géneros Penicillium,
Aspergillus e Trichoderma apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas bacterianas e
fngicas, demonstrando ser uma fonte promissora para estudos futuros contra cepas
patogéncias.

Além disso, o isolado DR47, correspondente ao fungo Annulohypoxylon stygium,
possui metabolitos secundarios com potencial antimicrobiano. Esta espécie ¢ pouco explorada
quanto as suas atividades bioldgicas e o aprofundamento no estudo deste fungo pode ser uma
alternativa na exploragdo de novos compostos com atividade antimicrobiana.

Para as perspectivas futuras deste trabalho, a caracterizagdo bioquimica através de
MS-HPLC em associagdo com os dados gendmicos coletados ¢ de suma importancia, visando
a identificagdo e o isolamento das principais moléculas envolvidas na atividade
antimicrobiana observada. Além disso, a avaliagdo da citotoxicidade do extrato fungico e das
moléculas associadas a atividade antimicrobiana também precisam ser realizadas para
entender melhor sobre o potencial citotoxico do fungo frente a diferentes tipos de linhagens

celulares.
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