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RESUMO

O surgimento e disseminacao de espécies resistentes de Candida é um problema
crescente mundial. Esse panorama é especialmente relevante, sobretudo no Brasil,
gue recomenda, em suas diretrizes, a utilizagdo do fluconazol como opgéo ao
tratamento de infeccdes por espécies de Candida. Paralelamente, h4 uma nitida
limitacdo na oferta de drogas comerciais e de novos compostos com potencial
antifangico, em especial, a partir de fontes naturais como os fungos. Desde a
descoberta da penicilina, até os dias de hoje, os fungos representam importantes
biofabricas potenciais a descoberta de metabdlitos. Nesse sentido, fungos endofiticos
como aqueles presentes no bioma Caatinga, podem constituir uma alternativa
promissora a descoberta de substancias que se mostrem eficazes frente a fungos
patogénicos. Diante deste contexto, o objetivo da proposta consistiu em caracterizar
o potencial antifungico de bioprodutos obtidos de fungos endofiticos, isolados de
cactos da caatinga, frente a espécies de Candida resistentes ao fluconazol. Assim,
para obtencdo dos objetivos propostos o desenho experimental consistiu na
determinacdo da atividade antifingica in vitro as células planctdnicas frente aos
metabolitos secundarios dos fungos endofiticos. Os metabolitos secundarios foram
obtidos através de crescimento em meio liquido constituido de batata. Os endotiticos
foram cultivados sob rotag&o constante por 15 dias a 28°C, filtrados em papel filtro e
submetidos a liofilizacdo. ApGs a obtencdo do extrato, este foi submetido a particdo
em acetato de etila para obtencdo dessa fracdo. Foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI
para determinacéo do perfil de susceptibilidade ao fluconazol e novas substancias. Os
metabdlitos secundéarios foram caracterizados quanto a sua constituicdo quimica
através de cromatografia em camada delgada. Foi observado que os extratos brutos
das espécies Tritirachium dependens, Diaporthe caatingaensis e Penicillium
alagoense exibiram os melhores resultados ao se utilizar o extrato bruto frente a
Candida albicans e C. tropicalis. A atividade antifungica da fracdo de acetato de etila
dos extratos brutos mostrou resultados promissores com concentracdes inibitorias
minimas de 2 a 0,03 mg/mL, sendo os extratos de Penicillium alagoense aqueles com

maior potencial de inibicdo de isolados de Candida. A caracterizacdo quimica dos



extratos dos fungos endofiticos do estudo néo foram distintas, mesmo entre isolados
de uma mesma espécie. Todos os extratos apresentaram fracdes de flavonoides,
taninos e terpenos/esteroides. Nenhum extrato exibiu a presenca de antracénicos e
0s demais exibiram a presenca de uma ou mais fracdes de derivados cinamicos,
taninos, cumarinas, saponinas e alcaldides. A partir do reportado aqui, € possivel
concluir que fungos endofiticos da caatinga exibem potencial antifungico promissor,
especialmente Tritirachium dependes, Diaporthe caatingaensis e Penicillium
alagoense contra isolados de Candida. Assim, estudos futuros sdo necessarios com
a utilizacdo das fragOes isoladas, tendo em vista o potencial de caracterizar as

substancias responsaveis pela inibicdo de Candida.

Palavras-chave: endofiticos; Candida albicans; extrato bruto; farmacorresisténcia
fungica.



ABSTRACT

The emergence and spread of resistance Candida species is a growing problem
worldwide. This panorama is relevant, especially in Brazil, which recommends, in its
guidelines, the use of fluconazole as an option for treating infections caused by
Candida species. At the same time, there is a clear limitation in the supply of
commercial drugs and new compounds with antifungal potential, especially from
natural sources such as fungi. Since the discovery of penicillin to the present day, fungi
represent important potential biofactories for the discovery of metabolites. In this
sense, endophytic fungi from inhospitable regions, such as those present in the
caatinga biome, may constitute a promising alternative for the discovery of substances
that prove to be effective against pathogenic fungi. Given this context, the objective of
the proposal is to characterize the antimicrobial potential of bioproducts discovered
from endophytic fungi, isolated from caatinga cacti, against Candida species resistant
to fluconazole. Thus, to obtain the proposed objectives, the experimental design
consisted of determining the in vitro antifungal activity of planktonic cells against
secondary metabolites of endophytic fungi. Secondary metabolites were obtained
through growth in a liquid medium consisting of potato. The endotites were cultivated
under constant rotation for 15 days at 28°C, filtered through filter paper, and subjected
to freeze-drying. After obtantion of the extract, it was partitioned in ethyl acetate to
deliver this fraction. The broth microdilution method according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute-CLSI was used to determine the susceptibility profile to
fluconazole and new substances. The secondary metabolites were characterized in
terms of their chemical constitution using thin-layer chromatography. It was observed
that the crude extracts of the species Tritirachium dependentns, Diaporthe
caatingaensis, and Penicillium alagoense showed the best results when using the
crude extract against Candida albicans and C. tropicalis. The antifungal activity of the
ethyl acetate fraction of the crude extracts showed promising results with minimum
inhibitory concentrations of 2 to 0.03 mg/mL, with Penicillium alagoense extracts being
those with the greatest potential to inhibit Candida isolates. The chemical
characterization of the endophytic fungal extracts in the study was not separated, even

between isolates of the same species. All extracts contained fractions of flavonoids,



tannins, and terpenes/steroids. No extract exhibited the presence of anthracenes and
the others exhibited the presence of one or more fractions of cinnamic derivatives,
tannins, coumarins, saponins, and alkaloids. From what has been reported here, it is
possible to conclude that endophytic fungi from the caatinga have promising antifungal
potential, especially Tritirachium dependents, Diaporthe caatingaensis and Penicillium
alagoenses against Candida isolates. Therefore, future studies are necessary using
isolated fractions, given the potential to characterize substances responsible for

Candida resistance.

Keywords: endophytic; Candida albicans; crude extract, pharmacoresistance
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1 INTRODUCAO

Isolados de Candida resistentes aos azois, sobretudo ao fluconazol, constituem
uma ameaca, sendo este panorama associado fortemente com a problematica
inerente ao tratamento ineficaz e mau progndstico dos pacientes. Assim,
considerando que as opc¢les terapéuticas disponiveis sdo escassas, que possuem
limitacdes de uso clinico e que apenas um unico novo agente antifungico foi aprovado
nas Ultimas décadas, ha o risco real de colapso no sistema de salde
(SHARAFUTDINOQV, 2020).

Esforcos vém sendo direcionados na busca por novas opcodes terapéuticas,
como os compostos fosmanogepix, ibrexafungerp, olorofim, opelconazol, rezafungina
(Hoenigl, 2021) bem como bioprodutos sintéticos e de origem microbiana (Luna, 2021;
Araujo Neto, 2020). A respeito, os produtos naturais apresentam a vantagem de serem
mais efetivos e de obtencdo mais viavel (KURTZMAN, FELL & BOEKHOUT, 2011),
especialmente de fungos endofiticos que podem constituir uma alternativa promissora
para o tratamento de infec¢des sistémicas ocasionadas por Candida.

Estudos anteriores demonstraram que fungos endofiticos exibiram a presenca
de compostos secundarios com atividade antimicrobiana (YUAN, 2017; SHI, 2019;
ELSHAFIE, 2020; LI, 2020). Assim, a busca por novos bioprodutos de fungos é viavel,
tendo em vista que inUmeros antibidticos foram desenvolvidos a partir de metabdlitos
fungicos. Ademais, a bioprospeccdo de metabdlitos de fungos possui a vantagem de
que estes podem ser cultivados em larga escala, ndo ocorrendo, desta forma,
problemas éticos advindos do uso de animais para obtencdo destes compostos.
Assim, utilizar tendéncias inerentes aos géneros fungicos associados a possiveis
efeitos benéficos pode refletir positivamente no cenério do fendmeno de resisténcia
fungica ao fluconazol (LEITE-ANDRADE, 2017).

A resisténcia ao fluconazol é mais estudada em C. albicans e, a medida que ha
mudanca na epidemiologia da candidemia, torna-se necessario incluir outras espécies
para caracterizacdo de novos bioprodutos (BERKOW; LOCKHART, 2017). Dado ao
uso indiscriminado do fluconazol houve aumento consideravel nos eventos de
resisténcia a este medicamento, o que evidencia a necessidade da busca de novos

bioprodutos com potencial anti-Candida (POPP, 2019).
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Convém destacar que as diretrizes médicas tém recomendado o fluconazol
como opcédo terapéutica (ANVISA, 2021), entretanto essa pratica ndo impede o
surgimento de resisténcia ao medicamento e ndo ha, até o momento, estratégias
estabelecidas para conter o aparecimento de cepas resistentes. Assim, 0 objetivo
dessa proposta consistiu em prospectar bioprodutos de fungos endofiticos da
Caatinga pertencentes aos géneros Diaporthe, Penicillium, Trichoderma e

Tritirachium, como potenciais agentes anti-Candida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Os microrganismos (fungos, bactérias, actinomicetos, entre outros)
desempenham um papel fundamental na producédo de novos produtos naturais que
podem ser utilizados na industria farmacéutica (humana e animal), alimenticia e
agricola. E um grupo que tem se destacado nas ultimas décadas pela producao de
metabolitos bioativos é o dos enddfitos, especialmente os fungos, que representam
uma importante fonte genética para a biotecnologia (STROBEL, 2003).

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior de plantas
hospedeiras por todo ou parte do seu ciclo de vida (ABUTAHA,2015), sem causar
quaisquer danos aparentes a planta hospedeira (TIAN ,2016; PINHEIRO,2020). Em
contrapartida aos nutrientes recebidos da planta hospedeira, sdo capazes de
produzirem metabdlitos secundarios que podem ser (teis a planta como, por exemplo,
horménios de crescimento ou antibidticos. Além disso, esses fungos apresentam um
enorme potencial na producdo de substancias novas e bioativas (CHAPLA, V. M,
2013) e desempenham papéis importantes na viruléncia e na competicdo contra
outros microrganismos (JAKUBCZYK; DUSSART, 2020).

O bioma da Caatinga possui uma grande diversidade de fungos cuja maior
parcela é caracterizada pela micobiota endofitica (ALBUQUERQUE, 2006),
apresentando-se como uma fonte promissora de metabdlitos bioativos oriundo de
plantas e microrganismos, dentre os quais os fungos apresentam um papel relevante
diante de sua vasta diversidade (ALVES, 2020). Trabalhos sinalizam uma ampla area
de aplicacao dos metabdlicos secundarios extraidos de fungos endofiticos, atuando
com relevancia nas atividades antimicrobiana, antioxidante, entre outras bioatividades
(ALVES, 2018; PEREIRA, 2018).

Os fungos endofiticos séo fontes de produtos naturais que podem agir como
antibiéticos, inibindo ou matando uma variedade de agentes causadores de doencas
nocivas, como bactérias, fungos, virus e protozoarios que afetam humanos e animais
(STROBEI, 2003). Além de antibidticos, farmacos de alto valor agregado podem ser
produzidos a partir desses organismos (PEIXOTO, 2002; PRINCE, 2008), dentre os
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guais: anticancer, compostos imunossupressores e antioxidantes (STROBEL, 2018).
Ademais, é evidente a necessidade de novos compostos bioativos oriundos de fungos
endofiticos com aplicabilidade em tratamentos clinicos, como alternativas viaveis para
amplificar a descoberta de novos compostos, a exemplo de espécies do género
Alternaria (MONTEL, 2021). Nesse contexto, cita-se também o uso de endofiticos de
cactaceas da Caatinga (e.g. Aspergillus flavus, Penicillium decaturense, Diaporthe
ueckerae, Phyllosticta catimbauensis, Penicillium sp., Diaphorte sp.) produtores de
enzimas, como a L- Asparaginase (L-ASNase), importantes por suas aplicacdes na
biotecnololgia e na industria alimenticia ou farmacéutica (SANTOS, 2022; SILVIA,
2022; ARAUJO-MAGALHAES, 2021; SIALVA, 2018; PADUA, 2018).

2.2 FUNGOS PRODUTORES DE COMPOSTOS BIOATIVOS FUNGOS E
METABOLISMO SECUNDARIO

Metabolitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular produzidos
pela transformacdo de intermediarios do metabolismo como aminoécidos,
carboidratos, acidos graxos e outros, durante a idiofase (KOUNDOUROS e
POULOGIANNIS, 2020). Esses metabdlitos geralmente sado produzidos em resposta
a um estimulo, diferenciacdo morfoldgica e crescimento da célula (JHA e MOHAMED,
2022; D'SOUZA, 2023). Apesar da relevancia desses metabdlitos, eles ndo sao
indispensaveis para a sobrevivéncia do microrganismo, fornecendo apenas uma maior
diversidade de meios de sobrevivéncia (LOACH, 2017).

Eles sdo comumente relatados em plantas e microrganismos e conferem
vantagem adaptativa a exemplo da capacidade de prevenir ou curar doencas
(VASUNDHARA, 2019).

Os fungos tém despertado grande interesse devido ao seu potencial de
produzir substancias bioativas com aplicacdes em diversas areas como a medicina,
agricultura e industrias. Estudos tém demonstrado que esses compostos podem exibir
atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante e anti-inflamatéria (KELLER, 2019;
SINGH, 2019; LI, 2020).

No tocante, os fungos endofiticos tem se destacado como potenciais

produtores de compostos com potencial bioativos, incluindo alcaloides, terpenoides,
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polifendis e peptideos com atividades bioldgicas caracterizadas. Um estudo realizado
por Li (2020), os autores isolaram o fungo Pestalotiopsis e caracterizaram um novo
composto bioativo com atividade antitumoral. Assim como, Singh (2019) ao
caracterizarem um novo composto, a aspergiolide A através do fungo Aspergillus
niger, que exibiu atividade antimicrobiana in vitro. Vale salientar que espécies do
género Aspergillus também sao importantes produtores de variados compostos,
incluindo micotoxinas, antibidticos e metabdlitos secundarios com atividade
farmacoldgica.

Pesquisas como estas destacam a importancia dos compostos bioativos de

fungos bem como suas aplicacbes em areas como a microbiologia e biotecnologia.

2.2.1 Género Diaphorte

O género Diaporthe pertence a familia Diaporthaceae, classe Sordariomycetes,
filo Ascomycota do reino fungi. E um género que atualmente engloba uma gama de
aproximadamente 1106 organismos de variadas espécies, dentre elas a Diaporthe
caatingaensis (INDEX FUGORUM, 2023). Os fungos deste género podem apresentar
diferentes habitos de vida, podendo ser tanto, fitopatdogenos, saprofitos (TORRES,
2016; SENANAYAKE, 2018) e/ou endofiticos de diferentes plantas (POLONIO, 2015;
FELBER, 2016; ORLANDELLI, 2017; DA SILVA RIBEIRO, 2018; GOLIAS, 2019;
SILVA, 2020; CARVALHO, 2021; RIBEIRO, 2021).

Sao relatados como produtores de compostos antimicrobianos no controle de
patbgenos em plantas e como agentes promissores no desenvolvimento de
biofertilizantes para o crescimento vegetativo (ABRAMCYK, 2022). Tem recebido
atencdo por suas aplicacBes potenciais na area da saude, farmacologia e na
biomedicina (pelo desenvolvimento de medicamentos) (CHEN, 2022; XU, 2021). Sao
capazes de produzir uma grande diversidade de metabdlitos secundarios bioativos
com propriedades antimicrobianas, antitumorais, inibidores de metastase tumoral
(NAKASHIMA , 2018; REIS, 2018; NOGUEIRA e OLIVEIRA, 2022), como flavonas,
flavondis, xantonas, alcaloides, triterpendides (BOAES, 2019).

Nos ultimos anos, estudos foram realizados no intuito de adquirir metabdlitos
secundarios de novas espécies deste fungo (NOGUEIRA E OLIVEIRA, 2022; XU,
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2021). Estes estudos, reuniram cerca 335 metabdlitos secundarios bioativos isolados
de 26 espécies conhecidas e outras espécies ndo identificadas de Diaporthe, gerando
um total de 106 compostos bioativos. Estes foram classificados em policetideos
(principal classe quimica, correspondendo a 64%), terpendides, esterdides,
macrélidos, lactonas de dez membros, alcalbides, flavondides e acidos graxos. (XU,
2021). Tal diversidade em metabdlitos com potencial medicinal produzido por
Diaporthe retrata que ainda ha muito a ser explorado quanto a utilizacdo dos
compostos destes microrganismos, principalmente quanto a sua viabilidade e
otimizagdo em escala industrial (SPECIAN, 2014). Um cenario desafiador
(PAMPHILE, 2017), ja que os compostos descobertos podem agir como modelos
para a sintetize de compostos analogos que desempenhem a mesma atividade
(NAGARAJAN, 2021).

O Diaphorte é género fungico comumente reconhecido como fitopatégeno e
frequentemente isolado como um endofitico de ecossistemas tropicais e temperados
(UDAYANGA, 2014; GOMES, 2013; DONG, 2021), no entanto quanto a espécie
Diaphorte caatingaensis, no campo da saude, requer estudos mais aprofundados
quanto a uma possivel fonte de compostos ativos, podendo ser promissora para

utilizacdo em farmacos futuros.

2.2.2 Género Penicillium

O género Penicillium pertence a familia Trichomaceae, classe Eurotiomycetes,
filo Ascomycota do reino Fungi, podendo apresentar tanto a forma anamorfica (fase
assexuada ou mitdtica) como a teleomorfica (sexual). S&o considerados cosmopolitas
devido a sua distribuicdo em diferentes tipos de habitats como solo, agua, ar e
ambientes extremos com elevada variacdo de temperatura, salinidade e pH (SMITH,
1951; VISAGIE, 2014; MADIGAN, 2016; SAXENA, 2016; SANTIAGO, 2022).
Constituem um grupo de microrganismos que sintetizam uma quantidade elevada de
metabdlitos secundarios (antibidticos, micotoxinas, antioxidantes, anticancerigenos,
inseticidas, herbicidas, enzimas e fungicidas) (Sanson, 2000 e Frisvad JC, 2004),
podendo atingir, uma producdo de até 73% maior quando comparado a outros

géneros de microrganismos (CAFEU, 2005).
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Além da sua importancia econdmica na industria de alimentos e bebidas e de
serem comumente conhecidos como os “fungos dos bolores”, espécies de Penicillium
vém se destacando por serem fontes de biocatalisadores e compostos
antimicrobianos de interesse industrial (JUNIOR, 2021). Produzem metabolitos
secundéarios utilizados como modelo para sintese e desenvolvimento de antibioticos
como penicilina, ampicilina, amoxilina e griseofulvina (Santiago, 2022), como por
intermédio do Penicillium notatum (JAKUBCZYK; DUSSART, 2020) e pela sintese de
compostos bioativos contra Candida albicans através do Penicillium verruculosum
MKH7 (TALUKDAR, 2016). Vale salientar que os fungos do género Penicillium podem
ser utilizados como biorremediadores, produtores de biossurfactantes, e enzimas
extracelulares (THOM, 1906; NELSON, 1970; KARAHADIAN, JOSEPHSON e
LINDSAY, 1985; GIRAUD, GIRAUD e AGUILETA, 2010; LUDEMANN, GRECO e
RODRIGUEZ, 2010; WHITELAW, HARDEN e BENDER, 1997; LEITAO e EGUITA,
2016; KHAN, et al., 2008; CHAVEZ, BULL e EYZAGUIRRE, 2006; GUSAKOV e
SINITSYN, 2012).

2.2.3 Género Tritirachium

A espécie Tritirachium dependes pertence a familia Onygenaceae, do filo
Ascomycota (Indexfungorum, 2024). Esse é um fungo filamentoso que produz ascos
e ascocarpos, sendo a identificagdo, muitas vezes, baseada na morfologia da forma
perfeita. Ainda, a espécie apresenta hifas septadas hialinas e esporos de reproducao
assexuada. Porém, estudos moleculares tém fornecido preciosas informacbes a
respeito da posi¢éo taxondémica da espécie (SMITH, 2019).

A espécies do género exibem habito de vida saprofitico, desempenhando
relevante funcdo na ciclagem de matéria organica, assim como simbiontes,
fitopatdgenos e patdégeno de animais. Neste contestoJones (2021) estudando a
interacdo planta-fungo de T. dependes, observaram a capacidade patogénica da
espécie com impactos na agricultura.

Estudos apontam, ainda, seu potencial biotecnologico. Segundo Silva (2020), T.
dependes possui notavel capacidade de produzir enzimas celuloliticas, com reflexos

7z

diretos na industria. Contudo, é importante destacar que é necessario 0 manejo
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adequado da espécie para evitar impactos ambientais, como o observado por Oliveira
e colaboradores (2022) os quais reforcam a necessidade de adoc¢éo de boas praticas

de manejo sustentavel em culturas agricolas.

2.2.4 Género Trichoderma

O género Trichoderma compde a Familia Hypocreaceae, Ordem Hyproceales,
Classe Euascomycetes, Filo Ascomycota do Reino Fungi (KRUNGER; BACCHI,
1995). Atualmente existem 485 registros de espécies de Trichoderma catalogadas
(Indexfungorum, 2021), que podem exibir caracteristicas morfoldégicas muito proximas
dificultando, assim, a sua classificacdo (MELO, 1991). De maneira geral, as espécies
de Trichoderma apresentam reproducéo sexuada e assexuada (FIGUEREDO, 2007).

Espécies de Trichoderma podem exibir habito saprébio e como parasita de
fungos fitopatdégenos como Rhizoctonia, Fusarium, Phytophthora entre outros (MELO,
1998; ARENAS, 2007). Os microrganismos do género estdo presentes no ambiente,
mas dependem de condi¢cdes amenas de temperatura, umidade e pH, além da
presenca de nutrientes, substrato organico e aeracdo (HOWELL, 2003; BOMFIM,
2007).

Apresentam uma importancia economia e ecoldgica relevante uma vez que
representam importantes organismos biocontroladores e decompositores de matéria
organica, refletindo diretamente na reducdo do uso de produtos quimicos na
agricultura (ESPOSITO e SILVA, 1998). Ainda, estdo associados ao aumento da
producédo agricola ao estimularem o crescimento das plantas como pela estimulagéo
no crescimento das raizes (HARMAN, 2000; HARMAN, 2004).

2.3 FUNGOS DO GENERO Candida

As leveduras do género Candida fazem parte do reino Fungi, filo Ascomycota
e classe Saccharomycetes (GUARRO, GENE, STCHIGEL, 1999; BUTLER, 2010). O
género possui mais de 800 espécies conhecidas e €& formado por um grupo
heterogéneo (ROBERT, 2013). Primariamente, se reproduzem por cissiparidade

originando leveduras, hifa e/ou pseudohifa mas, também, ja foi verificado a
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reproducdo sexuada com a formacéo de ascos (LACAZ, 2002; GIOLO, SVIDZINSKI,
2010; NEPPELENBROEK, 2013). Uma caracteristica que pode ser observada em vida
parasitaria diz respeito a capacidade de formacéao de hifas, fenébmeno este conhecido
como dimorfismo invertido (FORCHE, 2003).

Espécies de Candida representam organismos encontrados na microbiota de
humanos. A localizacdo corp6rea mais comum sao regides de mucosa podendo,
ainda, colonizar a epiderme, trato respiratério superior e trato gastrointestinal
(SCHULZE; SONNENBORN, 2009). Esses organismos s&o importantes agentes de
infecgbes oportunistas localizadas e/ou generalizadas, sendo o quadro mais
preocupante o relacionado a candidiase invasiva, sobretudo aos episddios de
candidemia e infeccéo disseminada (BARDEDO; SGARBI, 2010; YAPAR, 2014).

Dentre as infec¢des, uma que tem impacto direto em pacientes debilitados se
refere a infeccdo do trato urinario que pode progredir para uma infeccdo mais
agressiva. E uma infeccdo mais evidente em pacientes imunocomprometidos que
utilizam dispositivos médicos como cateter vesical de demora (REZAI, 2017). Em um
estudo desenvolvido por Toner (2016), os autores reportaram 96 casos de candiduria,
sobretudo na presenca de cateter, com prevaléncia de C. albicans (72%), C. glabrata
(11,46%) e C. tropicalis.

Infeccbes disseminadas, como a candidemia, constituem um problema de
salde publica, sobretudo nos pacientes que necessitam de suporte de vida continuo
em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Esse panorama pode estar intimamente
relacionado a profilaxia com antibidticos de amplo espectro em individuos
imunocomprometidos (NEPPELENBROEK, 2013; AIKAWA, 2016).

Estudos tem demonstrado que, dentre as leveduras, as espécies de Candida
representam aproximadamente 80% dos episédios em UTIls (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; MOLINA et al., 2012). Entre os casos de candidemia na América
Latina, C. albicans permanece como um dos agentes etiolégicos mais comuns,
acompanhado por C. parapsilosis e C. tropicalis (PFALLER, 2015; DA MATTA et al.,
2017). Por ser uma doenca subnotificada o panorama da doenca no Brasil € incerto.

Esse cenario é desafiador tendo em vista que em geral 0s pacientes
acometidos necessitam de suporte hospitalar adequado frente a infeccao fungica. Isso

pode ser justificado, também, pois a candidemia pode envolver os pacientes de
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hospitalizagdo prolongada e onerosa. Ainda, o custo relacionado aos cuidados do
paciente com candidemia pode chegar a 500 mil reais (STROLLO et al., 2017, BORBA
et al., 2018).

A candidemia por espécies de Candida ndo C. albicans, com espécies de C.
glabrata e C. krusei, em pacientes com céncer tem se tornado comum. Essa
problematica tem sido atribuida a profilaxia a base de azélicos, sobretudo o fluconazol
(PUIG-ASENSIO et al., 2015; WANG et al., 2015). Uma preocupacao crescente diz
respeito ao fenbmeno de resisténcia de Candida aos azdéis, mesmo em pacientes
imunocompetentes com infeccdo disseminada por espécies emergentes
(CECCARELLI et al., 2016).

Outro panorama observado por pesquisadores em diferentes localidades do
globo diz respeito a espécies de Candida multidroga resistentes, como Candida auris.
O conhecimento a respeito dessa espécie estd em ascensdo, sendo que dados
apontam que esta mesma espécie ja responde por altas taxas de mortalidade
(KATHURIA, 2015; CALVO, 2016). C. auris é responsavel por doenca de dificil
tratamento e erradicacao, sobretudo em pacientes hospitalizados (Centers for Disease

Control and Prevention, 2017).

2.4 TRATAMENTO DA CANDIDIASE

A candidiase € a segunda causa de doenca fungica mais frequente de
vulvovaginite na menacme, durante a gravidez se torna mais prevalente. Nesse tipo
de infec¢do, Candida albicans se torna mais frequentemente como agente, com 85%
dos casos registrados. A tabela 1 apresenta os fatores que predispdem ao
aparecimento da candidiase (SHIOZAWA, 2007).

Clinicamente, a candidiase pode se apresentar nas formas cutanea, muco-
cutanea, disseminada e alérgica. O microrganismo cresce melhor em superficies
quentes e Umidas, causando frequentemente vaginite, dermatite das fraldas e

candidiase oral.

Tabela 1: Fatores de risco para Candidiase de Repeticdo (adaptado de Ringdahl, 2006)
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1- Diabetes mellitus

2-  Imunodeficiéncia

3- Fatores Hormonais

4- Imunidade local mediada por células Candida — especifica
5-  Antibioticos de largo espectro

6- Habitos de vida, vestuario, vida sexual

7- Resisténcia aos antifungicos

A literatura cientifica tem sugerido que a profilaxia empirica a base de
fluconazol pode reduzir a incidéncia da candidiase invasiva em pacientes graves, mas
a essa informacéo é controversa uma vez que nao tem sido observado reducao da
mortalidade (SHORR, 2005; PELZ, 2001). Ademais, a adocao de profilaxia antifUngica
deve ser avaliada com cautela tendo em vista que esta pode ser o gatilho para o
surgimento de resisténcia a antifingicos, mesmo entre pacientes com fatores de risco
de candidiase invasiva, como em pacientes transplantados (OSTROSKY-ZEICHNER,
2014; PAPPAS, 2016). Dados apontam que biomarcadores positivos, como B-D-
glucano, ndo sao Uteis como valor preditivo para acompanhamento da terapia
empirica entre 0s pacientes com sintomas inexplicaveis, mas sem evidéncias solidas
de infeccdo por fungo (TIMSIT, 2016; SCHUSTER, 2008; KNITSCH, 2015;
MONTRAVERS, 2017).

2.5 RESISTENCIA FUNGICA

No decorrer dos anos tem-se observado um aumento no nimero de casos com
resisténcia aos antifingicos, e este cenario pode estar relacionado ao uso
indiscriminado desses farmacos, agravando os quadros de recidiva da doenca,
necessitando assim de outras alternativas eficazes ao tratamento do paciente, como

0s provenientes de produtos naturais (ALMEIDA, 2012).
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Mecanismos moleculares tanto intrinsecas como adquiridas estdo envolvidos
na resisténcia microbiolégica. Sendo a resisténcia intrinseca uma caracteristica
fenotipica de determinada espécie, conferindo a ele uma resisténcia inata antes
mesmo da exposi¢ao ao antifingico. Ja em relacao a resisténcia adquirida, acontece
nos microrganismos que desenvolveram mutacdes apds a exposi¢cao ao antifingico,
onde ocorreu uma selecdo, sobrevivéncia e proliferacdo dos mutantes resistente
(ARTHINGTON-SKAGGS, 2008).

Os fungos também podem apresentar resisténcia quanto as equinocandinas de
modo progressivo. E essa resisténcia esta relacionada tanto ao aumento do seu uso,
como a alta incidéncia de infec¢Oes pelo género Candida e a correlagdo entre os
farmacos azolicos e as equinocandinas (PFALLER, 2012; OKAMURA, 2019). A
resisténcia aos farmacos azolicos por sua vez, acontece por conta de mecanismos
distintos. Dentre os quais por conta da superexpressdo ou mutacdo no gene ERG11,
onde acontece alteracdes na enzima citocromo P-450 lanosterol 14-desmetilase, o
gue reduz a afinidade aos antifingicos azois. Outro mecanismo esta relacionado a
bomba de efluxo, causando a diminuicdo da quantidade de farmacos em seu interior
(COSTA, 2016).

Em Candida albicans por exemplo, a resisténcia que acontece é uma variacao
na descendéncia clonal (VIEIRA e SANTOS, 2016). Onde essa falta de recombinacao
sexual leva a aquisi¢cado de resisténcia a drogas através da plasticidade do genoma e
do aumento de taxas de mutacdo e de recombinacdo mitdticas (FORD, 2015). No

entanto, a resisténcia mediada por bombas de efluxo € uma das mais comuns.

2.6 FLUCONAZOL

Os triazois (representado pelo fluconazol e voriconazol) comumente sdo um
dos trés principais grupos de antifingicos utilizados no manejo clinico de infecces
sistémicas por espécies de Candida (PAPPAS, 2009).

Constituem um grupo de antimicrobianos sintéticos e a maior classe de agentes
antifingicos. Seu mecanismo de acéo se da pela inibicdo da atividade da enzima 14-
a-lanosterol-demetilase (codificada pelo gene Ergll), responséavel pela conversdo do

lanosterol em ergosterol, componente fundamental a integridade da membrana celular
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de células fungicas (ODDS, 2003). A atividade dos triazolicos contra espécies de
Candida é fungistéatica (PFALLER, 2010).

Entre os triazélicos, o fluconazol é o mais usualmente empregado na terapia
das infeccbes da corrente sanguinea por Candida (ANVISA, 2021), sendo também
considerada a terapia padrao para o tratamento de candidiase orofaringea, esofagica
e vaginal (PAPPAS, 2009). Ainda, apresentando menores indices de toxicidade
quando comparado & anfotericina B. E um antifangico, utilizado em tratamento de
micoses, por via oral, tendo como tempo médio no sangue de 30 horas (com dose de
400 mg ao dia) (SANTOS JR ID, 2005).

De forma geral, a resisténcia de Candida ao fluconazol é variavel entre os
isolados de corrente sanguinea, porém sua ocorréncia tem aumentado (PFALLER;
DIEKEMA, 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007; PFALLER et al., 2010). Em uma revisédo
de Pfaller et al. (2007) foram analisados os resultados de testes de sensibilidade ao
fluconazol de 13.338 amostras de Candida, onde foi observada que a resisténcia ao
fluconazol entre esses isolados esta representada principalmente por C. glabrata e C.
krusei, as quais apresentaram resisténcia em 9% e 40% dos isolados,
respectivamente.

E atribuido ao fluconazol a maior parte dos relatos de resisténcia das leveduras,
que foram tratados com azodlicos anteriormente (GALBAN; MARISCAL, 2006;
PFALLER et al., 2010). Esse antifungico €é eficaz contra as variadas espécies de
Candida. A identificagdo da espécie de Candida envolvida nos casos de candidemia
e 0 conhecimento do uso prévio de antifungicos sdo de fundamental importancia, pois
pode sugerir a provavel resisténcia in vitro ao fluconazol e a outros farmacos
(SANTOS, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial antifingico de bioprodutos obtidos de fungos endofiticos
da Caatinga, frente a espécies de Candida resistentes ao fluconazol

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar isolados dos fungos endofiticos obtidos de plantas da Caatinga, dos
géneros Diaphorte, Penicillium, Trichoderma e Tritirachium com base na atividade
antimicrobiana contra cepas de Candida albicans e C. tropicalis. procedentes da
Colecao de Culturas - Micoteca University Recife Micologia (URM), Universidade
federal de Pernambuco (UFPE).

e Obter extrato bruto dos fungos endofiticos da Caatinga que se mostrarem efetivos
na inibicdo de crescimento das cepas clinicas de Candida.

e Determinar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Candida ao fluconazol
(controle) e aos extratos fungicos selecionados previamente.

e Caracterizar o extrato bruto do fungo endofitico quanto a sua composi¢ao quimica.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DAS AMOSTRAS
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Foram selecionadas amostras de fungos endofiticos da Caatinga e cepas clinicas

de Candida, todos oriundos da cole¢cédo de Culturas Micoteca URM da Universidade

Federal de Pernambuco-UFPE. As linhagens de fungos endofiticos foram isoladas

previamente de cladddios de trés espécies de cactos e conservados em tubo contendo

meio Batata-Dextrose agar (BDA — Sigma-Aldrich). Foram utilizadas 12 isolados de

fungos endofiticos pertencentes aos géneros Diaphorte sp., Penicillium spp.,

Trichoderma spp., Tritirachium spp., sendo 3 representantes de cada género, e 6

isolados de Candida, das espécies C. albicans e C. tropicalis (Quadro 01).

Quadro 01: Fungos endofiticos da Caatinga e espécies de Candida utilizados no

presente estudo, procedentes da Micoteca URM, Departamento de Micologia, Centro

de Biociéncias, UFPE.

Espécie URM
Fungos endofiticos
Diaphorte caatingaensis 7483
7484
7485
Penicillium alagoense 8086
8087
Penicillium minioluteum 6843
Trichoderma viride 2435
6823
6824
Tritirachium dependens 6705
6821
6822

Isolados de Candida resistentes ao fluconazol
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Candida albicans ATCC 90028
8668

8368

Candida tropicalis ATCC750
8937

8374

URM: University Recife Micologia
ATCC: American Type Culture Collection

4.2 TECNICA DE CULTURA PAREADA

O potencial antagonico dos endofitos contra as cepas de Candida albicans e
Candida tropicalis foram avaliadas utilizando a técnica de pareamento como descrito
por Dennis e Webster (1971). Assim, os fungos endofiticos foram repicados em meio
BDA e mantidos a 30°C por sete dias. As leveduras foram semeadas em meio
Sabouraud Dextrose Agar (S+Y) e mantidas a 35° C, 24h. Foram preparadas
suspensdes dos isolados em solugao salina ajustada de acordo com a escala 0.5 de
MacFarland em 90% de transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a 530nm. A
técnica consistiu no uso de placas de Petri contendo meio BDA, com adicdo de um
disco (& 6mm) da cultura do endofitico em placa previamente semeada com a espécie
de Candida. O experimento foi acompanhado por até 7 dias, para a observacao da
presenca ou auséncia de halos de inibigcdo de crescimento. Os resultados do teste de
antagonismo foram avaliados utilizando a formula porcentagem de inibicao = (A-B/ A)
* 100, onde, A =raio do agente patogénico na placa de controle e B = raio do patégeno

na placa teste. Os testes in vitro seréo realizados em duplicata.

4.3 OBTENCAO DE EXTRATOS FUNGICOS

Os fungos endofiticos foram cultivados em meio BDA a 28°C por 7 dias. Em
seguida, os isolados foram inoculados em erlenmeyers contendo caldo batata e
mantidos & 28°C por 15 dias (CAFEU et al., 2005). Ao fim do processo, a fase liquida

foi filtrada em papel filtro de 0,22um e submetida ao processo de liofilizacdo para
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obtencéo do extrato bruto-EB. Apds a obtencéo do extrato, este foi submetido a uma
particdo em Acetato de Etila em frascos mantidos sob agitacédo (120rpm). O extrato
foi, entdo, filtrado e rotaevaporado sob pressao reduzida (60mmBar) a 50°C até a
obtencdo da particdo. Em seguida, os extratos bruto e particdo foram pesados,
ressuspendidos em DMSO (5%) e alcool etilico absoluto e mantidos -20°C até o

momento das analises.

4.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

O extrato bruto foi pesado anteriormente, solubilizado com &4gua na proporgao extrato:
solvente 1g para 10 mL e particionado com acetato de etila para obtencdo da fracéo
acetato. A fracao foi seca e concentrada em banho maria, e suspendida com metanol
P.A; posteriormente foi submetida a anélise por Cromatografia em Camada Delgada.
Todos os padrdes foram preparados na concentragcédo de 0,5 mg/mL em metanol P.A.
em tubos tipo Eppendorf.

A amostra e os padrdes foram aplicados em placas cromatograficas de silica
gel 60 - Fzss4 (Macherey-Nagel®, Alemanha), e desenvolvidas em cubas apés
saturacdo com a fase movel. A cuba foi saturada durante 15 minutos a temperatura
de 28°C. As bandas foram aplicadas com largura de 1,0 cm e com uma distancia entre
elas e das bordas das placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do comprimento das
placas cromatogréficas foi de 10 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem
e com término 0,5 cm do final da placa. Apoés a eluicédo das placas, as mesmas foram
secas a temperatura ambiente, observadas sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e luz
visivel e, em seguida, digitalizadas. As placas foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabdlito, sendo que as bandas obtidas para a fracdo do
extrato foram comparadas com os padrbées correspondentes, como demonstrado no
quadro 02 (NUDATEF, 2023).

Quadro 02 — Condi¢Bes cromatograficas para identificagdo do perfil quimico por

Cromatografia em Camada Delgada-CCD.

Classe de Sistema Padrao Revelador

metabdlito




Derivados (90:5:5) Acido AlCl3
Cinamicos clorogénico
Flavonoides (90:5:5) Rutina e AICl3
Quercetina
Taninos (90:5:5) Acido galico FeCls
hidrolisaveis
Taninos (90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica + A
Condensados
Cumarinas (50:50:50) Cumarina KOH
Terpenos/Esteroide (90:10) B-sitosterol Liebermann-Burchard +
S A
Saponinas (16:10:2,5) Escina Liebermann-Burchard +
A
Antracénicos (20:30:15:0,5| Senosideo B HNOs + A + KOH
)
AclUcares (100:11:11:2 Glicose Timol + H2SO4 + A
7)
Alcaloides (70:20:10) Piperina Dragendorff

AIClz: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeCls: Cloreto férrico; A: Aquecimento; KOH: hidréxido de
potassio; HNOs: Acido nitrico; H2SOa4: Acido sulfarico. 90:5:5 = Acetato de etila, acido férmico e agua;
50:50:50 = Tolueno, éter etilico e acido acético glacial (saturacéo); 90:10 = Tolueno, acetato de etila;
100:11:11:26 = Acetato de etila, acido acético glacial, acido formico e agua; 16:10:2,5 = Cloroférmio,
metanol e agua; 20:30:15:0,5 = Acetato de etila, alcool n-butilico, agua e acido acético glacial; 70:20:10
= Tolueno, acetato de etila, dietilamina.

Fonte: Laboratério de Farmacognosia-NUDATEF, 2023.

4.5 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

O método utilizado no teste de susceptibilidade seguiu as instru¢des descritas
nos documentos M27-A3 e M60 do Clinical & Laboratory Standards Institute-CLSI
(CLSI 2017, CLSI 2008). Foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
EUA), esterilizado em membranas de 0,22um, suplementado com L-glutamina e pH

(7,0 £ 0,1) ajustado com acido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L-1;
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Sigma-Aldrich). Foi utilizado o antifangico comercial fluconazol (Pfizer) preparado em
agua deionizada e o extrato bruto e fracdes diluidos em Dimetil-sulfoxido (DMSO) e
alcool etilico absoluto na concentracdo de 8mg/mL, respectivamente. Em seguida, as
espécies de Candida foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar a 35°C por
24h. As suspensoes dos isolados foram preparadas em salina 0,9%, com densidade
ajustada na escala 0.5 de MacFarland, utilizado espectrofotometro a 530 nm em 90%
de transmitancia. O volume do in6culo foi ajustado para 5,0mL de solucédo salina
esterilizada e diluido em RPMI 1640 na concentracdo de 2-5.10"3 céls/mL"-1. Para
os testes, foram utilizadas placas de microtitulacdo placas de 96 pocgos (TPP;
Trasadingen, Suica). O inoculo foi adicionado aos pocos com os antifingicos e os
extratos separadamente e as placas incubadas a 35°C visualmente, durante 24h e
48h. As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) foram determinadas com inibicédo
de 100% para os extratos brutos e fragbes e 50% para o fluconazol em relagéo ao

poco controle.
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5 RESULTADOS

5.1 OBTENCAO E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DOS EXTRATOS DE FUNGOS
DA CAATINGA

Os extratos brutos das espécies Tritirachium dependens, Diaporthe
caatingaensis e Penicillium alagoense foram capazes de inibir o crescimento das
leveduras avaliadas com halo de inibicdo de até 2mm. Os fungos filamentosos
Trichoderma viride (URM2435, URM6823 e URM6824), Tritirachium dependens
(URM6821 e URMG6822), Penicilium minioluteum (URM6843) e Diaporthe
caatingaensis (URM7485) ndo exibiram halo de inibicdo pela técnica da cultura
pareada. Desta forma, os isolados ndo foram selecionados para a etapa subsequente
relacionada a obtencdo dos extratos brutos em meio liquido.

ApOs a obtencao dos extratos brutos, foi possivel recuperar 146,6mg do isolado
de Tritirachium dependens (URM6705), 267,8mg de Diaporthe caatingaensis
(URM7483), 637,5mg de Diaporthe caatingaensis (URM7484), 1.878,9 mg de
Penicillium alagoense (URM8087) e 1.036,4mg de Penicillium alagoense (URM8086),
como observado na Tabela 1. Os extratos de Penicillium exibiram uma tonalidade
branca, o de Diaporthe esverdeada e Tritirachium avermelhada, como observado na

Figura 1 e Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento, inibic&o e coloracdo dos extratos brutos.

Espécie URM Inibicdo Massa Coloragao

Tritirachium 6705 + 146,6 mg Avermelhada

dependens

Diaporthe 7483 + 267,8mg Esverdeada
caatingaensis

7484 + 637,5mg
Penicillium 8086 + 1036,4mg Branca
alagoense

8087 + 1878,9mg
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Figura 1. Imagem ilustrativa das caracteristicas observaveis dos extratos brutos de

Penicillium, Diaporthe e Tritirachium.

A atividade antifingica da fracdo de acetato de etila dos extratos brutos dos

fungos de Tritirachium dependens, Diaporthe caatingaensis e Penicillium alagoense
frente a Candida albicans (URM8368 e URM8668) e C. tropicalis (URM 8937 e

URM&8374) mostrou resultados promissores. Com concentragdes inibitérias minimas

de 2 a 0,03 mg/mL. O melhor resultado foi obtido no tempo de leitura de 24h, sendo

observado que os extratos de Penicillium alagoense foram aqueles com maior

potencial de inibicdo de Candida, com valores de Concentracdo Inibitéria Minima de

0,06mg/mL, como demonstrado nas tabelas 03 e 04.

Tabela 03: Resultado do teste de suscetibilidade (mg/mL) de espécies de Candida a

extratos brutos de fungos endofiticos do bioma Caatinga (24 h), com concentracdes

de 2 a 0,06mg/mL.

Amostras
Leveduras
Tritirachium Diaporthe caatingaensis Penicillium alagoense
dependens
URM6705 URM7483 URM7484 URM8087  URMB8086
100 50% 100 50% 100 50 100% 50 100% 50%

%

% % % %
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Candid URMB8668
a 1 0,125 0,5 0,12 2 2 2 0,5 0,125 0,06
albican 5
s
URMS36s 1 0125 05 012 2 2 2 05 0125 0,06
5
ATCC
0,5 0,25 1 0.5 2 2 2 1 0,25 0,125
C. URMB8937 1 0,125 0,5 0,12 2 2 2 0,5 0,125 0,06
tropicali 5
s
URMS374 1 0,125 0,5 0,12 2 2 2 0,5 0,125 0,06
5
ATCC 2 0,5 2 1 2 2 2 0,25 0,25

Tabela 04: Resultado do teste de suscetibilidade mg/mL de espécies de Candida a

extratos brutos de fungos endofiticos do bioma Caatinga (48 h), com concentracdes

de 2 a 0,06mg/mL.:

Leveduras Amostras
Tritirachium Diaporthe caatingaensis Penicillium alagoense
Espécie dependens
6705 7483 7484 8087 8086
50% 100%  50% 100% 50% 100% 50%  100% 50% 100%
Candida URM 8668
albicans 1 2 0,25 1 0 0 0 0,5 0,06 0,25
URM 8368
0,5 2 0,25 1 0 0 0 0,5 0,125 0,25
ATCC
0,5 0,5 0 1 0,25
C. tropicalis URM 8937 1 2 0,25 1 0 0 0 0,5 0,125 0,25
URM 8374
0,5 2 0,25 1 0 0 0 0,5 0,06 0,25
ATCC 0,5 0,5 0 1 0,25

Resultados em mg/mL. O valor 0 na tabela, corresponde a nédo obteve inibi¢éo.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

A caracterizacdo dos compostos presentes nos extratos dos fungos
Tritirachium dependens (URMG6705), Diaporthe caatingaensis (URM7483), Diaporthe
caatingaensis (URM7484), Penicillium alagoense (URM8087) e Penicillium alagoense
(URMB8086) permitiu concluir todos os extratos apresentaram em sua COmMpOoSIGao
fracbes de flavonoides, taninos e terpenos/esterdides. Nenhum extrato exibiu a
presenca de antracénicos e os demais exibiram a presenca de uma ou mais fracdes
de derivados cinamicos, taninos, cumarinas, saponinas e alcaldides. Nao houve
alteracdo nos constituintes nos isolados de Penicillium, entretanto, em Diaporthe foi
notado que, apesar de serem cepas da mesma espécie, apenas um isolado de cada
espécie apresentou a presenca de cumarina e saponinas, resultados estes

discriminados no quadro 03.

Quadro 03 — Identificacdo do perfil quimico por cromatografia em camada delgada dos

isolados de Penicillium, Diaporthe e Tritirachium.

Penicillium alagoense Diaporthe Tritirachium
caatingaensis dependens

Classe de | URM8087 | URM8086 | URM7484 | URM7483 | URMG6705
metabolito
Derivados + + - - -
Cinamicos
Flavonoides + + + + +
Taninos + + + + +
hidrolisaveis
Taninos - - - - +
condensados
Cumarinas + + - +
Terpenos/Estero + + + + +
ides
Saponinas + + + - +
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Antracénicos - - - - -

Acucares + + - - +

Alcaloides - - + + -

Fonte: Laboratério de Farmacognosia-NUDATEF, 2023.

Nas figuras de 2-10, é exibido o perfil da cromatografia em camada delgada
dos extratos dos fungos filamentosos utilizados no estudo.

Figura 2— Placa cromatografica para classe de flavonoides e derivados cinamicos.

Amostra 1 — URM8087, amostra 2 — URM8086, amostra 3 — URM7484, amostra 4 — URM7483 e

amostra 5 - URM6705; Q + R — padrbes quercetina + rutina; AC — acido clorogénico.

Figura 3 — Placa cromatografica para classe de Taninos hidrolisaveis.

-
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Onde: 1 a 5 s&o respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; AG — Acido galico.



Figura 4 — Placa cromatografica para classe de Taninos condensados.
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Onde: 1 a 5 sdo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 - 6705; CAT — catequina.

Figura 5 — Placa cromatogréafica para classe de Cumarinas.

Onde: 1 a 5 séo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; CUM — cumarinas.
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Figura 6 — Placa cromatogréfica para classe de Terpenos/esteroides.

Onde: 1 a 5 sdo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; B.SIT. — B-sitosterol.

Figura 7 — Placa cromatogréfica para classe de Saponinas.
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Onde: 1 a 5 sdo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; ESC. — escina.

Figura 8 — Placa cromatogréfica para classe de Alcaloides.

Onde: 1 a 5 s&o respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; PIP. — Piperina.

Figura 9 — Placa cromatogréfica para classe de Derivados Antacénicos.

Onde: 1 a 5 séo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; SenB. — Senosideo B.

42



Figura 10 — Placa cromatogréfica para classe de Acucares Redutores.

Onde: 1 a 5 sdo respectivamente amostra 1 — 8087, amostra 2 — 8086,
amostra 3 — 7484, amostra 4 — 7483 e amostra 5 — 6705; Frut. — Glicose.
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6 DISCUSSAO

Os ensaios conduzidos no projeto visaram a selecdo dos melhores isolados
produtores de agentes com potencial anti- Candida. Os dados obtidos demonstraram
potencial promissor quanto ao uso de fungos isolados da caatinga como reservatorios
de novas substancias biativas, especialmente Tritirachium dependens, Diaporthe
caatingaensis e Penicillium alagoense, mais promissor contra isolados de Candida.
Os dados desse estuda se mostram relevantes, também, do ponto de vista quimico,
sendo demonstrado a presenca de classes de substancias de interesse
microbioldgico, como flavonoides, alcaloides e outras.

Foi observada uma habilidade distinta na producdo de classes quimicas
singulares de metabdlitos, mesmo entre os isolados da mesma espécie. Essa
versatilidade de adaptacao do fungo pode estar relacionada com o fenétipo da cepa e
a complexidade do meio de cultivo. Assim, a presséo seletiva e adversidade peculiar
do habitat do fungo podem implicar na selecédo de cepas capazes de se adaptar as
novas condi¢cdes e, consequentemente, a producdo de compostos relacionados a
adaptacdo nas novas condicfes disponiveis (SPECIAN, 2014). Esse fato reforca a
necessidade de se selecionar os organismos para conducédo de experimentos que
requerem alto nivel de eficiéncia para uso industrial.

Em trabalho recente conduzido por Dhakshinamoorthy (2021) foi verificado a
acdo antibacteriana de camptotecina, molécula com ac¢éo anti-células cancerigenas,
obtida de Diaporthe caatingaensis no biocontrole de bactérias. Os autores verificaram
gue o fungo consistiu de um excelente organismo produtor natural do bioproduto.
Porém, um achado interessante é que a camptotecina atua estabilizando o complexo
de clivagem da topoisomerase | em fungos e mamiferos (FOSTEL, MONTGOMERY
& SHEN, 1992) o que significa que provavelmente o composto nao foi o responsavel
pela inibicdo, observada por nés, em Candida.

Apesar de organismos de uma mesma espécie serem semelhantes, eles
apresentam diversidade genética, morfolégica e modulada por fatores nutricionais/
climaticos etc. Por exemplo, os dois isolados de Diaporthe caatingaensis avaliados

apresentaram capacidades diferenciadas de produzir cumarinas e saponinas. Perfil
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similar foi observado por Boes (2019) que verificaram que existem diferencas na
producdo de metabdlitos secundarios quando em condicdes de cultivo.

Estudos conduzidos com espécies distintas de Diaporthe demonstraram o
potencial antibacteriano de metabdlitos secundarios. Bungihan (2011) caracterizaram
duas novas benzopiranonas obtidas de metabdlitos secundérios de Diaporthe P133
isoladas de folhas de Pandanus amaryllifolius. Os compostos foram capazes de inibir
a cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis H (37) Rv.

Em estudo conduzido por Specian (2012), os autores verificaram que
metabolito secundario obtido de D. helianthi teve a presenga do composto fendlico 2(-
4 hidroxifenil)-etanol (Tyrosol) que resultou na atividade antimicrobiana frente as
bactérias patogénicas Enterococcus hirae, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, e fungos fitopatogénicos.

Ascencio (2014) isolaram o fungo Diaporthe phaseolorum como endofitico de
Costus espiralis (Costaceae), uma espécie nativa da regido amazoénica. Os autores
verificaram que os extratos brutos exibiram acdo antimicrobiana contra Candida
albicans, C. parapsilosis, com CIM de 125 a 500 ug/mL, Bacillus subtilis (CIM de 62,4
a 125 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa (CIM de 125 a 500 ug/mL), Salmonella
enterica (CIM de 125 a 62,5 ug/mL) e Enterococcus faecalis (CIM de 500 a 125
Mg/mL). Os metabdlitos secundarios caracterizados pertenciam a classe quimica das
cumarinas, triterpenos, compostos fendlicos e esterais.

Souza (2016) demonstraram que o fungo Diaporthe cynaroidis F2934 foi capaz
de produzir trés cromanonas identificadas pela primeira vez na espécie, além da
purificacdo de fomosinas A, C e D. Os extratos brutos foram habeis em inibir
Staphylococcus aureus e enterobactérias.

Medeiros (2018) verificaram que Diaporthe terebinthifolii LGMF907 apresentou
metabolitos secundarios com atividade contra fitopatdogenos, relatando o primeiro
isolamento de diaportina e ortosporina do fungo. O isolado foi avaliado sob diferentes
condicdes de cultivo, sendo que os extratos brutos apresentaram efeito inibitorio
contra Escherichia coli, Micrococcus luteus, Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina e S. aureus resistente a meticilina.

Riga (2021) caracterizaram um novo composto, o acido diaporthinddico e seis

previamente conhecidos, obtido do fungo Diaporthe lithocarpus, um endofitico de
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Artocarpus heterophyllus. Os compostos verificaram a atividade antimicrobiana frente
a enterobactérias e Saccharomyces cerevisiae. Em nossas pesquisas observamos
até o presente, o pioneirismo dos compostos de Diaporthe caatingaensis, por
atividade antifungica de metabdlitos secundarios, frente a leveduras de Candida
albicans e Candida tropicalis.

A luz dos nossos conhecimentos, este € o primeiro trabalho, até o momento,
com estudos sobre o potencial antimicrobiano de extratos brutos de Penicillium
alagoense, fungo endofitico isolado de cactos do nordeste do Brasil. Os extratos dos
isolados foram os que exibiram o melhor potencial antimicrobiano frente a Candida,
com CIM’s que variaram de 0,06 a 1ug/mL.

Os dados reforcam a importancia do uso de espécies de Penicillium, sobretudo
de organismos endofiticos, como reservatério de potenciais substancias bioativas.
Essa tendéncia remonta a descoberta da penicilina por Sir Alexander Fleming, como
ponto de partida, relacionado a observacdo da inibicdo de Staphylococcus por
Penicillium notatum (FLEMING, 1929). Este marco histérico, consistiu em um dos
pilares para o desenvolvimento de investigacdes envolvendo espécies de fungos
como fonte de novos antibioticos, sobretudo, devido a ameaca do surgimento de
microrganismos multidroga resistentes (TACCONELLI, 2018).

Os resultados obtidos aqui foram similares aos de outros autores que
verificaram que espécies de Penicillium possuem uma ampla gama de potencial
antimicrobiano. GASHGARI e colaboradores (2016) utilizando fungos endofiticos
isolados de plantas medicinais como Alhagi graecorum, Cressa cretica, Citrullus
colocynthis, Tamarix nilotica, Achillea fragrantissima, Artemisia sieberi e Nitraria
retusa obtiveram extratos de 263 endéfitos. No estudo, foi verificado que o extrato de
Penicillium chrysogenum, o mais prevalente com taxa de 98.57%, foi o mais eficaz na
atividade antibacteriana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Em trabalho contemporéaneo, Mishra (2016)
avaliaram 91 isolados de fungos endofiticos da planta Melastoma malabathricum,
verificaram que a espécie Penicillium chermesinum exibiu os melhores valores de
inibicdo frente as espécies bacterianas, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, e fungicas,

F. oxysporum, F. graminearum e F. culmorum.
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E importante destacar que as pesquisas destacadas aqui ndo se limitam
apenas a bactérias e fungos de interesse médico. Esse fato € relevante pois os
compostos podem ter, também, acdo frente a esses microrganismos. Assim, podemos
destacar os trabalhos de Wang (2010) que verificaram atividade antifungica de
extratos de Penicillium canescens sobre fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea,
Colletotrichum orbiculare, Didymella bryoniae e Sclerotinia sclerotiorum. Em estudo
conduzido com a espécie endofitica P. amestolkiae foi verificada inibicdo frente a
Bacillus, Escherichia coli, Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa e Candida utilis
(ROZMAN, 2017). O endofitico Penicillium citrinum de tamareiras mostrou-se eficaz
contra Bacillus thuringiensis, Enterococcus faecalis e uma bactéria Gram-negativa
Salmonella enterica, além dos fitopatdbgenos Trichoderma sp., Fusarium
sporotrichioides e Trichoderma sp. (BEN MEFTEH, 2018). Estudo conduzido por Ding
(2019) obtiveram resultado semelhantes com o endofitico Penicillium funiculosum, que
exibiu intensa atividade inibitoria contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans. Evidentemente, esse panorama demonstra a versatilidade e
potencial de espécies de Penicillium como biofabricas potenciais de antimicrobianos
e evidenciam a necessidade de estudos aprofundados do género que possam
conduzir com a identificacao e descoberta de novos compostos com potencial bioativo

frente a fungos patogénicos, a exemplo dos listados no quadro 04.

Quadro 04. Compostos com potencial antifingico produzidos pelo endofitico

Penicillium.
Espécie Metabdlitos identificados Acao antimicrobiana Autor
P. ochrochloron | a-pirona  3,4,6-trissubstituidos, | Agentes de | ZHAO, 2019

nomeadamente  6-(2'R-hidroxi- | hialohifomicose,
3'E,5'E-dieno-1"-heptil)-4-hidroxi- | feohifomicoses e
3- metil-2H-piran-2-ona (4), 6- | bactérias
(2'S-hidroxi-5'E-eno-1"- heptil)-4- | patogénicas
hidroxi-3-metil-2H-piran-2-ona
(5), e 6-(2'S-hidroxi-1'-heptil)-4-
hidroxi-3-metil-2H-piran2-ona
(6), juntamente com &cido

tricodérmico (7)




P. Meleagrin, 2',3'- | Candida albicans, K. | HAWAS, 2013
chrysogenum | diidrossorbicilina, = meleagrina, | pneumoniae, A.
crisofanol, 2'3- | niger, E. coli, B.
dihidrossorbicilina, crisoginona e | subtilis e B.
maculosin-5 megaterium
P. Espiromeroterpendides C. albicans, E. coli, | LIU, 2016
chermesinum M. luteus e Vibrio
alginolyticus
P. citrinum Ergone C. albicans, C.|WANG, 2014
perfringens,
Mycobacterium
smegmatis e
Mycobacterium
phlei
Penicillium sp. | policetideos dicloro-arométicos | C.  albicans, S. | YANG, 2017
aureus, B. subtilis,
E. coli, P.
aeruginosa
Penicillium sp. | glicosideo de aurona Candida sp. SONG, 2015
P. vinaceum alcaléide quinazolinico C. albicans ATCC | ZHENG, 2012
76615, C.
neoformans ATCC
32609, T. rubrum e
A. fumigatus,
P. paxilli Pirenocinas M. gypseum RUKACHAISIRIK

UL, 2007

Penicillium spp.

orcinol, ciclo-(L-Pro-L-Val),
uracila, diidroisocumarinas, 4-
hidroximeleina, 8-metoximeleina

e 5-hidroximeleina

Cladosporium
cladosporioides e C.

sphaerospermum

OLIVEIRA, 2009
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P. declorogriseofulvina, Atividade WUBSHET, 2013
namyslowskii declorodehidrogriseofulvina, antifingica
griseofulvina,

desidrogriseofulvina, acido
mevastatina e mevastatina junto

com griseofenona C e

peniprequinolona

Em relacdo a espécie Tritirachium dependens, esta demonstrou também
potencial inibitorio frente as leveduras avaliadas com CIM de 0,5 mg/mL, sendo este
o primeiro relato demonstrando a capacidade desta espécie de produzir metabdlitos
secundarios com potencial antimicrobiano.

Tritirachium é um fungo cosmopolita e comumente isolado do solo contendo
serapilheira. Relatos tém apontado que a espécie € um patdgeno oportunista de
plantas e de humanos (MORAES et al., 2010). Em um estudo recente conduzido por
HAPIDA et al.,, (2022), foi verificado que metabdlitos secundarios obtidos de
Tritirachium oryzae exibiram moderada atividade antioxidante. Os compostos foram
identificados como 2-(4-hidroxifenil)-4-metoxitetrahidrofuran-3-ol, contudo os autores
destacam a necessidade de realizacdo de estudos mais aprofundados. SOUZA e
colaboradores (2023) verificaram o potencial biotecnologico de Tritirachium dependes,
uma espécie capaz de produzir quitinase.

QADRI, e colaboradores (2014) verificaram que os extratos de Tritirachium
oryzae exibiram atividade frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e a
levedura Candida albicans. QADRI e colaboradores verificaram que a fracdo de
cloreto de metileno do extrato bruto de T. oryzae exibiu potente atividade contra
Candida albicans e as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

O género Tritirachium vem sendo estudado na tentativa de elucidar os
metabdlitos produzidos e a sua aplicabilidade. Estudos anteriores, provenientes da
fermentacdo em meio liquido, demonstraram a presenca dos compostos 4-carboxi-
5,5'-di-hidroxi-3,3'-dimetildifeniléter e macroesfélides. Este ultimo composto, foi

demonstrado ter atividade relacionada com a inibicdo da adeséao celular (HAYASHI et
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al.,, 1995). IVANOVA e colaboradores (2007), estudando fungos isolados da
Antarctica, verificaram que o metabdlito produzido por Tritirachium exibiu fraca
atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, Aspergillus niger, Bacillus subtilis
e Escherichia coli.

Um importante grupo de metabdlitos, as xantonas, foram relatadas em género
Tritirachium. Esse composto ja foi relatado em diversos taxons fungicos, bacterianos
e plantas (MASTERS, 2012). Os derivados cinamicos se destacam pelo amplo
potencial farmacologico, a exemplo da atividade antimicrobiana. Uma revisao
abrangente sobre o tema foi realizada por Sova (2012), com destaque para a atividade
antimicrobiana.

Foi observado que todos os isolados apresentaram a presenca de flavonoides
em sua composicdo. Segundo a literatura, essa classe quimica possui acao
antimicrobiana bem caracterizada. A acdo biologica sobre o patégeno se da devido a
ruptura das membranas celulares (SARBU, 2019). Os flavonoides constituem uma
importante classe quimica de compostos fendlicos. Possuem acédo antioxidante,
antiviral, antitumoral, anti-flamatéria e hormonal (ANDRADE, 2018). Similar ao
observado por nods, foi observado que flavondides (3',4'-di-hidroxi-5,6,7-
trimetoxiflavona, cirsiliol, cirsimaritina, hispidulina) possuem atividade contra fungos
patogénicos como Cladosporium sphaerospermum (ALCERITO, 2002), Trichophyton
mentagrophytes e Microsporum canis (JOHANN, 2007).

De modo similar, todos os extratos apresentaram a presenca de taninos
hidrolisaveis em sua composicdo. Porém, apenas Tritriracum teve a presenca de
taninos condensados. Esse fato serve de base, também, para justificar o potencial
antifangico dos extratos dos fungos endofiticos. Segundo a literatura, os taninos
constituem importantes agentes com acao antifungica, atuando contra
microrganismos patogénicos (EKAMBARAM et al., 2016).

Em relacdo as cumarinas, apenas Penicillium alagoense e Diaporthe
caatingaensis exibiram este constituinte. Essa classe de metabdlitos estd amplamente
presente em vegetais e, também, em bactérias e fungos (MURRAY, 1989). Séo
substancias que possuem baixa toxicidade e despertam grande interesse industrial e
propriedades microbioldgicas, sobretudo, o potencial antifingico (HOULT; PAYA,
1996; COWAN, 1999).
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Observamos que apenas o isolado URM7483-Diaporthe caatingaensis nao
exibiu a presenca de saponinas. Apesar deste fato, os isolados apresentaram uma
atividade antifungica consideravel. Segundo Woldemichael e WINK (2001), esses
compostos sao naturalmente capazes de inibir o crescimento de Candida albicans, de
forma isolada ou fracdo purificada. Ainda, corroboram com o observado por nés o
estudo de STUARDO e SAN MARTIN (2008), que verificaram a acao das saponinas
frente ao fungo Botrytis cinerea.

Outro grupo quimico prevalente nos extratos foram os terpenos. Estes
consistem em substancias naturais provenientes de vegetais ou produzidas em
laboratorio através da via do mevalonato. A literatura cientifica aponta uma evidente
atividade antifUngica exibida por representantes desta classe quimica (VUORELA,
2004; AMBROSIO, 2006).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos € possivel levantar as seguintes conclusoes:

- Nem todos os fungos endofiticos de cactaceae exibem potencial de uso antifingico;
- Os extratos brutos de Tritirachium dependens, Diaporthe caatingaensis e Penicillium
alagoense sao capazes de inibir cepas de Candida albicans e C. tropicalis;

- O extrato bruto do Penicillium alagoense exibiu melhor potencial de inibicdo frente
as cepas de Candida albicans e C. tropicalis;

- Os constituintes quimicos presentes nos extratos brutos podem justificar as baixas
concentracdes necessarias para inibir cepas de Candida albicans e C. tropicalis

- Os extratos brutos de Tritirachium dependens, Diaporthe caatingaensis e Penicillium
alagoense apresentaram todos em sua composicao quimicas fracées de flavonoides,
taninos e terpenos/esteroides;

- A fracdo acetato de etila do extrato bruto de Tritirachium dependens, Diaporthe
caatingaensis e Penicillium alagoense podem inibir cepas de Candida albicans e C.
tropicalis em baixas concentragoes;

- Estudos mais elaborados sdo necessarios para coraborar com as pesquisas dos

extratos brutos.
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