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RESUMO

Fungos endofiticos sdo microrganismos capazes de biossintetizar substancias com diferentes
estruturas quimicas, as quais podem apresentar diferentes atividades bioldgicas, sendo Uteis no
combate a diversas doengas. As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de
mortalidade e incapacidade nos seres humanos em todo o mundo, e, dentre elas, aquelas
causadas por fungos patogénicos estdo aumentando, principalmente, entre populacGes
imunocomprometidas. O diagndstico e o tratamento dessas doengas tém desafiado a ciéncia,
devido ao desenvolvimento de resisténcia desses patdgenos aos antifungicos utilizados em
tratamentos. Nesse sentido, os estudos com fungos endofiticos se tornam de fundamental
importancia. O fungo do género Preussia, apesar de pouco estudado, até 0 momento, mostrou-
se promissor em biossintetizar metabolitos secundarios bioativos e com atividade antifingica.
O objetivo principal deste trabalho foi realizar um planejamento de experimentos (DOE) para
melhorar a producdo de metabdlitos pelo fungo, variando-se as fontes de carbono e o nimero
de indculos, para que 0 microrganismo produzisse substancias bioativas em quantidades
adequadas para avaliar seu potencial antimicrobiano e para futuros estudos quimicos. Foi
realizado um planejamento fatorial completo 23, com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais,
totalizando 17 ensaios. Apds o cultivo do fungo foram obtidos extratos organicos cloroférmio
e acetato de etila que foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiana contra diferentes
patdégenos humanos, dentre eles Staphylococcus aureus e leveduras do género Candida. Os
extratos foram avaliados quanto a presenca de fendlicos totais e de flavonoides, bem como sua
capacidade antioxidante frente ao sequestro de radicais DPPH. Validagdes de quatro
experimentos foram realizadas, referentes as atividades antimicrobianas e as massas de extratos
cloroférmio. Alguns extratos apresentaram atividade moderada contra S. aureus, com destaque
para o0 ensaio 7 do extrato acetato de etila. Realizou-se um screening pelo método de difuséo
em &gar para avaliacdo de atividade contra as espécies de Candida para os 34 extratos, sendo
selecionados 0s mais promissores por CIM. Os extratos apresentaram maior potencial contra
C. albicans e C. glabrata, com concentracdes inibitérias mininas (CIM) consideraveis, sendo a
atividade contra C. tropicalis menos pronunciada. Os ensaios 5 e 7 em cloroférmio (CHCl:)
apresentaram atividade contra C. glabrata, com CIM entre 50 — 100 pg/mL, o ensaio 10 do
CHCIls destacou-se por apresentar a atividade antifingica mais promissora entre todos 0s
extratos de CHCls, com CIM entre 25 - 50 pug/mL para C. albicans e C. glabrata e CIM e CMM
entre 100 — 200 pg/mL contra C. tropicallis. Os ensaios (2, 4, 5, 7, e 10) em acetato de etila
mostraram boa atividade contra C. glabrata, com CIMs entre 50 - 100 pg/mL. Os extratos
obtidos apresentaram elevado potencial antioxidante, evidenciado pela alta capacidade de
sequestro de radicais DPPH, a qual pode ser atribuida principalmente a presenca de compostos
fenolicos, encontrados em maior quantidade nos extratos, e em menor proporcao, flavonoides.
Os extratos que apresentaram melhores atividades antifungicas foram avaliados quanto sua
toxicidade contra larvas de Galleria mellonella utilizando-se uma concentragdo de 800 pg/mL,
resultando em alta taxa de sobrevivéncias das larvas, o que sugere que o0s extratos avaliados
podem ser utilizados em estudos futuros para purificacdo e identificagdo dos compostos,
possivelmente, para obtencdo ou desenvolvimento de novos medicamentos com atividade
antifngica e antibacteriana. Além disso, o planejamento de experimentos pode ser utilizado
para maximizar a producdo desses compostos, identificando as melhores condigdes de cultivo.

Palavras-chave: Fermentacdo; Preussia africana; Atividade antimicrobiana; Atividade
antioxidante; Otimizacao de processos.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms capable of biosynthesizing substances with different
chemical structures, which may have different biological activities and are useful in combating
various diseases. Infectious diseases are among the main causes of mortality and disability in
humans worldwide, and among them, those caused by pathogenic fungi are increasing,
especially among immunocompromised populations. The diagnosis and treatment of these
diseases have been challenging science, due to the development of resistance of these pathogens
to the antifungals used in treatments. In this sense, studies with endophytic fungi have become
of fundamental importance. The fungus of the genus Preussia, although little studied to date,
has shown promise in biosynthesizing bioactive secondary metabolites with antifungal activity.
The main objective of this study was to perform a design of experiments (DOE) to improve the
production of metabolites by the fungus, varying the carbon sources and the number of inocula,
so that the microorganism would produce bioactive substances in adequate quantities to
evaluate its antimicrobial potential and for future chemical studies. A complete factorial design
of 23 was performed, with 3 centrais points and 6 axiais points, totaling 17 assays. After
cultivation of the fungus, organic extracts of chloroform and ethyl acetate were obtained and
evaluated for their antimicrobial activity against different human pathogens, including
Staphylococcus aureus and yeasts of the genus Candida. The extracts were evaluated for the
presence of total phenolics and flavonoids, as well as their antioxidant capacity against DPPH
radical scavenging. Validations of four experiments were performed, referring to the
antimicrobial activities and the masses of chloroform extracts. Some extracts showed moderate
activity against S. aureus, with emphasis on assay 7 of the ethyl acetate extract. Screening was
performed using the agar diffusion method to evaluate the activity against Candida species for
the 34 extracts, and the most promising ones were selected to carry out minimum inhibitory
concentrations (MIC) assays. The extracts showed greater potential against C. albicans and C.
glabrata, with considerable MIC, with less pronounced activity against C. tropicalis. Assays 5
and 7 in chloroform (CHCls) showed activity against C. glabrata, with MICs between 50 and
100 pg/mL; assay 10 of CHCls stood out for presenting the most promising antifungal activity
among all CHCIs extracts, with MICs between 25 and 50 pug/mL for C. albicans and C.
glabrata, and MICs and MMCs between 100 and 200 pug/mL against C. tropicallis. Assays (2,
4,5, 7, and 10) in ethyl acetate showed good activity against C. glabrata, with MICs between
50 and 100 pg/mL. The extracts obtained showed high antioxidant potential, evidenced by the
high DPPH radical scavenging capacity, which can be attributed mainly to the presence of
phenolic compounds, found in greater amounts in the extracts, and flavonoids in smaller
proportions. The extracts that showed promissing antifungal activities were evaluated for their
toxicity against Galleria mellonella larvae using a concentration of 800 pg/mL, resulting in a
high survival rate of the larvae, which suggests that the extracts evaluated can be used in future
studies for compounds purification and identification, possibly for obtaining or developing new
drugs with antifungal and antibacterial activity. Besides, DOE can be used to maximize the
production of these compounds, identifying the best cultivation conditions.

Keywords: Fermentation; Preussia Africana; Antimicrobial activity; Antioxidant
activity; Process optimization.
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11

1 INTRODUCAO

Muitos medicamentos, utilizados na medicina atual, foram desenvolvidos a partir de
plantas medicinais e de microrganismos, um classico exemplo € a penicilina, que foi descoberta
em 1928, acidentalmente a partir do fungo Penicillium notatum. Outro exemplo, foi a detecgéo
do taxol produzido pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae, considerado um importante
medicamento antitumoral, previamente isolado da planta Taxus brevifolia (Nisa et al., 2015),
além de muitos outros utilizados como medicamentos para o controle e/ou cura de doencas. A
producdo de metabdlitos secundarios realizada por determinados organismos em resposta aos
estimulos externos é um importante campo para a descoberta desses novos medicamentos
(Newman & Gragg, 2016), para enfrentar o desafio das doencas infecciosas, incluindo as
causadas por fungos.

As doencas infecciosas sdo uma das principais causas de morte em todo o mundo.
Estima-se que as infeccBes bacterianas resistentes aos medicamentos sejam responsaveis
diretamente por 1,27 milhdes de mortes e por aproximadamente 4,95 milhdes de mortes por
ano, com maior impacto onde os recursos sao limitados. As doencas fungicas invasivas (DFI)
sd0 uma grande ameaca global, aumentado especialmente nos individuos
imunocomprometidos, seu diagnostico e tratamento sdo dificultados pela disponibilidade
limitada de medicamentos de alta qualidade e pelo surgimento da resisténcia aos antifungicos
utilizados. Apesar da preocupacéo crescente com as infecgdes fungicas, estas recebem pouca
atencdo e recursos, resultando na falta de dados sobre a distribuigéo dos fungos e os padrdes de
resisténcia aos antifingicos, sendo, portanto, dificil estimar o impacto de tais doencas (OMS,
2022).

Os antifangicos existentes atualmente sdo limitados no mercado farmacéutico, o que
torna a busca por principios bioativos cada vez mais urgentes (EIl-Sayed et al., 2024). Neste
contexto, fungos do género Preussia, isolados de diversas fontes, mostraram-se promissores,
pois, alguns estudos indicaram que espécies desses fungos sdo capazes de produzir substancias
bioativas, além de, algumas delas serem capazes de produzir metabolitos secundarios com acdo
antimicrobiana (Xu et al., 2019). Sendo assim, as buscas por novas substancias para aplicacoes
terapéuticas e farmacoldgicas tornam-se relevantes e justificam os estudos e investimentos com

o endofito Preussia africana.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar o cultivo do fungo endofito Preussia africana,

isolado de Handroanthus impetiginosus (ip€) em meio agitado, com modificacbes nas

condicdes de cultivo do fungo para otimizar a biossintese de substancias bioativas.

1.1.2 Objetivos especificos

sequir:

Para cumprir o objetivo geral foi necessario realizar as etapas que se apresentam a

a) Realizar o cultivo do fungo endoéfito Preussia africana, ja identificado e isolado de
Handroanthus impetiginosus (ipé rosa) e que se encontra preservado no laboratorio
de Bioprocessos;

b) Realizar um planejamento experimental para otimizar o meio de cultura para que o
fungo produza substancias bioativas em quantidades suficientes para estudos
posteriores;

c) Realizar extragbes liquido-liquido com solventes de polaridades diferentes
(cloroférmio e acetato de etila) para extrair as substancias biossintetizadas pelo
fungo, presentes no caldo de fermentagéo.

d) Determinar o potencial antimicrobiano e antioxidante dos extratos de diferentes
polaridades, obtidos a partir do cultivo do fungo;

e) Avaliar os extratos por cromatografia em camada delgada, utilizando diferentes
reveladores para analisar o perfil quimico;

f) Validar os experimentos com maiores massas e com melhores atividades
antimicrobianas.

g) Avaliar a toxicidade in vivo de alguns extratos contra a larva Galleria mellonella.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos endofiticos

Os fungos desempenham varios papéis nos ecossistemas, incluindo ciclagem de
nutrientes, controle de populacdes de certas espécies e decomposicdo de madeira e substancias
toxicas no solo. Devido a essa capacidade, o potencial biotecnoldgico de muitas espécies de
fungos tem sido investigado (Da Silva et al., 2018).

A palavra endéfito vem do grego e significa literalmente “dentro da planta” (endo
significa dentro, python significa planta) (Schulz & Boyle, 2005). Os microrganismos
conhecidos como endofiticos incluem, principalmente, fungos e bactérias que estabelecem uma
relagdo simbidtica com plantas, sem causar sintomas evidentes, durante toda sua existéncia ou
em determinados periodos dela (Zhang et al., 2020). Petrini (1991) propbs que os enddéfitos
residem em diferentes partes das plantas e que, em certa fase de seu ciclo de vida, podem
estabelecer-se em seus tecidos internos sem causar prejuizos visiveis ao seu hospedeiro. Dessa
forma, patégenos latentes, conhecidos por viverem de forma assintomatica, dentro dos tecidos
do hospedeiro, com uma fase epifita em seu ciclo de vida, também sdo enddéfitos (Shen et al.,
2022).

Os endofitos também sdo capazes de desempenhar fungbes importantes para o
desenvolvimento da planta, incluindo fixacéo de nitrogénio, solubilizacéo de fosfato, producéo
de horménios vegetais como as auxinas e compostos volateis promotores de crescimento
(Hardoim et al., 2015). Por outro lado, os hospedeiros oferecem a esses microrganismos
nutrientes importantes para o seu desenvolvimento, como por exemplo o nitrogénio e carbono
e um habitat seguro para sua sobrevivéncia (Fadiji & Babalola, 2020). Eles colonizam de forma
sistémica o apoplasto, vasos condutores e interior de tecidos vegetais, como folhas, caule,
raizes, frutos e sementes (Rocafort et al., 2020; Rodriguez et al., 2009). Geralmente, muitas
espécies endofiticas podem ser isoladas de uma Unica planta, podendo ser pelo menos uma
delas, especifica do hospedeiro (Chapla et al., 2013).

A quantidade de fungos presentes em um determinado hospedeiro ird depender de
alguns fatores, como a idade da planta, a sua contribuicdo genética e 0 meio ambiente no qual
a planta se insere. A interacdo enddfito-hospedeiro pode ser estabelecida de acordo com o
crescimento dessa planta hospedeira, sua resisténcia em relagéo a fatores bidticos e abioticos, e

principalmente pela sua producéo de metabolitos secundarios (Chapla et al., 2013).
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2.2. Doengas fungicas e antifiingicos

Todos os anos, pelo menos 1,6 milhdes de pessoas sao levadas a obito e mais de um
bilhdo de pessoas séo afetadas por infecgdes fungicas (Almeida et al., 2019). Nos ultimos anos,
a frequéncia de infec¢bes por fungos mostra-se cada vez mais presente na vida das pessoas.
Estas infeccdes podem se manifestar de forma superficiais ou profundas, causando elevadas
taxas de mortalidade. Infec¢Bes fungicas profundas podem causar micoses invasivas, atraves
da invasédo do fungo em tecidos subcutaneos, mucosas e 0rgaos internos. Os casos de doencas
fangicas invasivas (DFI) estdo aumentando & medida que grupos de risco aumentam, o que esta
relacionado a muitos fatores, incluindo avancos na medicina moderna e a disponibilidade de
tratamentos e intervencBes prejudiciais ao sistema imunoldgico, como a quimioterapia e a
imunoterapia contra o cancer e transplante de 6rgaos sélidos. Novos grupos de risco DFI séo
continuamente detectados. Alguns exemplos incluem pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), doenga hepatica ou renal e infeccdes respiratorias virais (Revankar,
2021).

A pandemia da doenca coronavirus (COVID-19) tem sido associada a um aumento na
incidéncia de doengas fungicas. Trés grupos de infecgbes flngicas associadas a COVID-19
como a aspergilose, mucormicose e candidemia foram descritas com consequéncias muitas
vezes devastadoras (Raut & Huy, 2021). Atualmente, as DFI sdo causadas principalmente por
espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus, sendo que as drogas utilizadas em seus
tratamentos sdo, principalmente, a equinomicina, flucitosina, polienos e o0s triazois
(Pathakumari et al., 2020).

Ja as infecgbes fungicas superficiais geram as micoses cutaneas causadas por fungos
patogénicos que parasitam a pele e os tecidos queratinizados como cabelos e unhas. A micose
cutanea é uma das infeccdes fungicas superficiais mais comuns, com uma incidéncia de
aproximadamente 20-25% (Taha; Zaghloul, 2018), e s&o produzidas principalmente por
espécies de Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, sendo que a infec¢éo de pele mais
comum em humanos € causada pela espécie Trichophyton rubrum.

Com o aumento da incidéncia de infec¢bes fangicas, com a falta de medicamentos
antifingicos disponiveis e com o surgimento de cepas fungicas resistentes aos medicamentos
disponiveis, o sucesso do tratamento em pacientes com infeccdo fungica é um problema
desafiador. Por exemplo, o patdgeno Candida auris multirresistente a medicamentos tornou-se
uma das principais ameacas a seguranca da saude publica global (Du et al., 2020). Ao mesmo

tempo, com o surgimento de cepas de Aspergillus resistentes aos azdis, as infeccdes causadas
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por este género tornaram-se uma das preocupacdes globais de saide publica (Jorge, 2021).
Durante a pandemia de COVID-19, verificou-se que o numero de pacientes com COVID
infectados por Aspergillus chegou a 23,3% (Lai & Yu, 2021). Além disso, as cepas de fungos
resistentes aos medicamentos ndo se limitam as infec¢bes fungicas profundas, mas também
estdo aumentando rapidamente em associagcdo com infec¢Bes fungicas superficiais. Verificou-
se que a incidéncia de fungos superficiais resistentes a terbinafina variou de 16 a 77% na India
(Singh et al., 2020). Neste contexto, esforcos devem ser feitos para se isolar ou se desenvolver
novas drogas antifingicas ou mesmo inibidores fungicos, que sejam capazes de resolver ou

minimizar essa problematica mundial relacionada as micoses.

2.2.1 Medicamentos utilizados nos tratamentos de infeccdes fungicas

A morbidade e mortalidade causadas por infeccdes flngicas crescem de maneira
desordenada em todo o mundo devido ao aumento de transplantados, ao uso de agentes
imunossupressores e ao surgimento de cepas fungicas resistentes as drogas comercializadas,
este fato remete a comunidade cientifica um grande desafio em termos de tratamento desse tipo
de infeccdo, devido as limitacdes das classes de drogas disponiveis comercialmente. Por esse
motivo, é imprescindivel o estabelecimento de estratégias para identificar, isolar e projetar
novos medicamentos antifngicos.

Os ultimos antifangicos aprovados para uso humano datam do ano de 2002, apds essa
data ndo houve mais aprovacbes de novos tratamentos, possivelmente este problema seja
justificado pela heterodoxia entre a taxa de mortalidade impelida pelas doencas fungicas e 0s
valores investidos em diagnosticos e tratamentos (Rodrigues & Nosanchuk, 2020). Os farmacos
disponiveis usados contra as doencas fangicas requerem um longo tratamento com diversos
efeitos colaterais como: disfun¢des renais, problemas hepaticos, efeitos gastrintestinais, reacées
alérgicas, entre outros (Wheat et al., 2016). Os antiflngicos disponiveis para tratamentos, sao
limitados no mercado farmacéutico, o que torna a busca por novas substancias, uma area de
grande importancia. As classes antifingicas existentes sdo os derivados azélicos,
equinocandinas, poliénicos e analogos de nucleosideos (Guzzetti et al., 2017; Spampinato et
al., 2013).

A anfotericina B (Figura 1) pertence a um grupo de medicamentos antifingicos
chamados poliénicos, destinados ao tratamento de doencas invasivas graves. Ela atua
diretamente na membrana celular dos fungos, pois apresenta alta afinidade pelo ergosterol, o
que explica sua seletividade. Além disso, essa classe de medicamento afeta a permeabilidade
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da membrana e suas funcOes de transporte, uma vez que sdo capazes de formar poros na
membrana causando desequilibrios idnicos graves, como a perda de K* extracelular (Chudzik
et al., 2015). A molécula da anfotericina B apresenta um anel macrociclico com 37 carbonos
fechado por lactonizacdo. Este anel possui parte da cadeia carbonica com ligacdes duplas
conjugadas sem substituicdes e outra parte da cadeia com grupos hidroxila livres, o que lhe
confere caracteristica anfipatica, também, apresenta um residuo de micosamina e, portanto, um

grupo amina livre, em uma extremidade (Falci & Pasqualotto, 2015).

Figura 1 - Estrutura quimica da anfotericina B

Fonte: Do autor (2025).

Os antifngicos azolicos (Figura 2) sdo compostos sintéticos que possuem amplo
espectro e apresentam nucleos de triazol ou imidazol. Essas drogas inibem a enzima lanosterol-
14-desmetilase presentes nos fungos, e sdo responsaveis pela conversdao do lanosterol em
ergosterol, que atua diretamente na fluidez da membrana e enzimas relacionadas (Chudzik et
al., 2015). Os azois sdo os medicamentos antifungicos com efeito fungistatico, sendo a classe
mais utilizada atualmente, devido ao seu espectro de a¢do, seguranca favoravel ao tratamento e
a sua biodisponibilidade (Robbins; Caplan; Cowen, 2017). Quando se trata de infeccOes
invasivas, o fluconazol, um agente antifungico triazélico, € um dos mais utilizados, o
medicamento atinge alta concentracao no liquido cefalorraquidiano, e por este motivo costuma

ser a primeira escolha no tratamento da meningite fingica (Chudzik et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos antifingicos da classe dos azois
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As equinocandinas sdo uma nova classe de medicamentos antifungicos, clinicamente

utilizados, e séo representados por anidulafungina, caspofungina e micafungina (Figura 3), 0s



18

quais sdo moléculas lipopeptidicas semi-sintéticas e atuam na inibicdo ndo competitiva da
enzima (1,3)-B-D-glicanosintetase codificada pelo gene FKS1, impedindo a producdo do
polimero (1,3)-B-D-glicano da parede celular fangica, fragilizando-a e promovendo a exposi¢do

e ruptura de sua membrana plasmatica (Robbins; Caplan; Cowen, 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica das trés equinocandinas utilizadas na pratica clinica: micafungina

caspofungina e anidulafungina.

Micafungina Caspofungina

Anidulafungina

Fonte: Do Autor (2025).
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2.3 Importancia dos fungos na &rea biotecnologica

A biotecnologia microbiana ajudou a firmar de fato que os microrganismos exercem
papéis relevantes na industria, agricultura e medicina (Gouda et al., 2016; Rajamanikyan et al.,
2017). Alexander Fleming, em 1929, descreveu pela primeira vez, a penicilina, substancia
produzida pelo fungo Penicillium notatum, capaz de combater doencas infecciosas causadas
por bactérias. Outras substancias produzidas a partir de metabolitos de fungos, com atividades
farmacoldgicas diferentes podem ser destacadas: como a mevinolina, que atua como redutor de
colesterol; as cefalosporinas, que sdo antibidticos; a ergometrina, um medicamento utilizado no
tratamento de hemorragias no pos-parto; a ciclosporina, que é utilizada na prevencédo contra a
rejeicdo dos 6rgdos transplantados, entre outros exemplos (Pinto et al., 2002; Takahaski &
Lucas, 2008).

Vérias classes de compostos, como, alcaloides, benzopiranonas, flavonoides, acidos
fendlicos, quinonas, esteroides, terpenoides, tetralonas, xantonas e outras podem ser produzidas
pelos enddfitos. Esses compostos podem apresentar diversas atividades bioldgicas como:
antimicrobiana, antifangica, antitumoral, anti-inflamatdria, entre outras (Bogas et al., 2024).
Esta caracteristica dos microrganismos os torna importantes na area biotecnoldgica, pois, por
meio deles podem ser gerados medicamentos de baixo custo ou outras substancias que podem
ser utilizadas em diferentes areas trazendo beneficios para os seres humanos (Pal; Shaik;
Begum, 2020).

Além disso, os fungos endofiticos atuam como agentes de biocontrole, colonizando o
mesmo nicho ecoldgico que os patdgenos de plantas. Eles podem atuar no controle de pragas e
vetores que podem danificar as plantacdes (Fadiji, 2020; Rai et al., 2021). Os compostos
bioativos produzidos por esses endofitos, como os agentes antimicrobianos, horménios (como
auxina e giberelinas) e enzimas hidroliticas (como celulases, proteases e quitinases), sao
abundantes e essenciais para a sobrevivéncia e manutencédo de endéfitos nas plantas, bem como
para a saude da planta hospedeira e para a tolerancia as condigdes estressantes (Eid et al., 2019)

Vaérios fungos também tém sido usados na producdo de alimentos ha muitos anos.
Produtos como o péo feito com a ajuda do fungo Saccharomyces cerevisiae e o queijo feito
com a ajuda do Penicillium roqueforti sdo exemplos do papel que esses organismos
desempenham na industria de alimentos. A fermentacdo alcodlica ocorre desde os primordios
na producdo de vinhos, paes e queijos. Esses microrganismos sdo de grande importancia, pois

desempenham papel essencial na inibicdo do crescimento de outros microrganismos que sao
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indesejaveis nos alimentos. O processo fermentativo pode gerar outros componentes como

aromas, sabores, entre outros (Fadiji; Babalola, 2020, Takahashi, et al., 2017).

2.4 Género Preussia e seus metabolitos

O género "Preussia” engloba uma grande variedade de organismos coprofagos,
microrganismos isolados de fezes de animais e outros meios como: madeira, solo e de plantas
(Mapperson et al., 2014; Xu et al., 2019). Mapperson e colaboradores (2014) encontraram as
espécies Preussia africana, P. australis, P. minimos, P. cylindrica e P. funiculata, as quais
foram extraidas de folhas de plantas provenientes da Australia.

Amostras de caule e espinhos do cacto Melocactus ernestii da Caatinga, coletadas por
Ferreira-Silva e colaboradores (2021) levaram ao isolamento dos fungos Preussia sp. e Preussia
minimoides. Enquanto um estudo realizado por Paudel et al., (2018) demonstraram que fungos
do género Preussia apresentam habilidade de produzir substancias com atividades
antibacterianas e antioxidantes sendo uma fonte promissora de novos produtos naturais com
atividade biologica. Alguns estudos tém demonstrado que este género se caracteriza por
produzir substancias contra diversos patégenos humanos (Khan et al., 2016).

No trabalho desenvolvido por Xu et al., (2019), foi isolado o fungo Preussia isomera
XL-1326 do caule da planta Panax notoginseng, o qual produziu um par de enantibmeros
sesquiterpendides raros de ocorréncia natural, chamados de (+) - preuisolactona A e (-) -
preuisolactona A, sendo que o enantidmeros (+) - preuisolactona A apresentou potencial
antibacteriano contra Micrococcus luteus. Paudel et al., (2018) realizou um estudo no qual o
fungo Preussia isolado do liqguen Canoparmelia sp., foi capaz de produzir compostos com
elevada atividade antioxidante em relacdo ao controle utilizado no estudo. Esse género é
conhecido por produzir policetideos e depsidonas bioativas. As similinas A e B e a
preussomerina A apresentaram atividade antifungica, ambas foram isoladas de Preussia similis
(Noumeur et al., 2017). A Tabela 1 apresenta alguns compostos isolados do género Preussia
com suas respectivas atividades bioldgicas e na Figura 4 encontram-se as estruturas quimicas
dos compostos isolados do género Preussia, referentes a Tabela 1.

Chen et al., (2009) em seu trabalho sobre os constituintes quimicos do fungo endofitico
Preussia sp. descreveu o isolamento de trés analogos do espirobisnaftaleno, espiropreussiona
A, espiropreussiona B e espiropreussomerina A. A espiropreussiona B € um analogo do
espirobisnaftaleno e a espiropreussiona A € o segundo composto desta série com um esqueleto

espiro-nonadieno. A espiropreussiona A apresentou citotoxicidade contra células cancerigenas
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humanas de ovéario A2780 e células de hepatoma humano BEL-7404 com valores de ICso de
2,4 e 3,0 uM, respectivamente, e fraca atividade contra Staphylococcus aureus com um valor
MIC de 25 uM. Chen e colaboradores (2020) isolaram, do enddfito Preussia isomera
proveniente do Panax notoginseng, alcaldides, denominados (%) -preisomida, juntamente com
cinco policetideos ja conhecidos, usando a estratégia de uma cepa-muitos compostos
(OSMAC). Estruturalmente, a (x) -preisomida possui um raro anel tetra-hidro-2H-1,2-oxazina
de ocorréncia natural. Um dos policetideos apresentou atividade antibacteriana contra
Enterococcus faecium multi-resistente, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
Enterococcus faecalis multirresistente com um valor MIC de 25 pg. mL™ bem como atividade
antifingica moderada contra Gibberella saubinetii com um valor MIC de 50 pg. mL™? .

De acordo com o trabalho de Talontsi et al., (2014), dois dibenzofuranos
preussiafuranos A e B foram isolados do fungo Preussia sp. isolado de Enantia chlorantha
Oliv. Os compostos apresentaram atividade antiplasmodial contra estagios eritrociticos de
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (NF54) e citotoxicidade moderada em
linhagens celulares de fibras musculares L6 com valores de ICso iguais 8,67 ¢ 14,8 uM,
respectivamente.

A espécie Preussia africana foi proposta por Arenal et al., (2005) com diversas analises
morfoldgicas e moleculares isoladas de diferentes substratos, como esterco de cabra, zebra e
folhas de Viburnum tinus L. P. africana também pode ser encontrado na forma de endofitos a
partir de plantas de diferentes espécies (Brum et al., 2012; Gonzalez-Menendez et al., 2017).
Um trabalho com a espécie Preussia africana indicou que o fungo foi capaz de produzir
compostos bioativos citotdxicos para as células A549, causadoras de cancer de pulm&o humano
(Khan et al., 2016). Segundo Khan et al., (2016) existem poucos trabalhos sobre metabolitos
secundarios produzidos pelo género Preussia, dando margem para o investimento em pesquisas
nesta area.

A equipe do laboratdrio Bioprocessos isolou a espécie Preussia africana de folhas
sadias do ipé rosa, estudos preliminares indicaram que o fungo isolado apresentou potencial

para biossintetizar antimicrobianos e enzimas (Souza et al., 2018).
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Tabela 1 - Atividade bioldgica de alguns metabdlitos isolados do género Preussia

Metabdlitos

Espécie

Atividade biol6gica

Referéncia

Auranticina A

Acido astérrico

Preussomerina A

Preussiafurano A e B

Leptosina A e
Leptosina C

Similina A

Culpina

Ciperina

Sporminarina Ae B

Microsphaeropsona A

Sporovexina A

Terezina A

Preussocromona A

H-0)-

Preuisolactona A

P. aurantiaca

Preussia sp.

P. isomera

Preussia sp.

P. typharum

P. similis

Preussia sp.

P. fleischhakii

P. minimoides

P. minima

P. vexans

P. teretispora

P. africana

P. isomera

Antimicrobiana e antiflingica

Antiplasmodial, antifiingica e

antimicrobiano

Antifingica e antimicrobiana

Citotoxica

Citotoxica

Antifangica

Antifingica e antibacteriana

Fitotoxica

Antifingica

Antifangica

Antifingica e antibacteriana

Antiflingica e antibacteriana

Citotoxica

Antibacteriana

Gonzalez-
Menendez et al., 2017

Talontsi et al., 2014

Gonzalez-Menendez et al.,
2017

Talontsi et al., 2014

Du et al., 2014

Gonzalez-Menendez et al.,
2017

Gonzalez-Menendez et al.,
2017

Gonzalez-Menendez et al.,
2017

Gonzalez-Menendez et al.,
2017

Xiong et al., 2014

Soman. et al., 1999

Wang et al., 1995

Zhang et al., 2012

Xuetal., 2019

Fonte: Adaptado de Lustosa, 2023.
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Figura 4 - Estruturas quimica dos metabdlitos isolados do género Preussia
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2.5 Otimizacao de processos

Algumas técnicas foram e estdo sendo desenvolvidas para a busca de substancias
provenientes do metabolismo secundarios de fungos endofiticos como, por exemplo, a
fermentacdo, a modulagdo epigenética, a inducdo quimica, a co-cultura e a otimizacdo de
processos. Essas técnicas vém sendo desenvolvidas para que as producdes desses metabdlitos
sejam feitas em uma escala maior. A fermentacdo, por exemplo, é uma técnica bastante
utilizada, mas que ainda necessita de estudos mais aprofundados para que o produto supra a
demanda do mercado (Mahajan & Balachandran, 2015).

Outra técnica utilizada € a de otimizacéo de processos. Otimizar um processo é fazer
com que um experimento tenha uma maior precisdo em relacdo ao produto, diminuindo o
nimero de experimentos e de custos de procedimentos. Plackett e Burman em 1946
desenvolveram o chamado DOE - Design of Experiments, que é uma metodologia capaz de
mostrar variaveis que possam influenciar em um determinado resultado final de um projeto,
como por exemplo: temperatura, pH, os elementos presentes no meio de cultivo, assim como
diversos outros fatores devem ser considerados cuidadosamente durante a otimizacdo de um
procedimento, sendo necessario selecionar as variaveis, melhorar as condi¢des do experimento
e validar o processo quando as condigdes estiverem otimizadas (Baco et al., 2019, Plackett &
Burman, 1946).

Otimizar as condi¢cdes de um processo ajuda tanto no custo do produto quanto no custo
da producéo, no tempo e na efetividade de um projeto. Otimizar os meios de cultivo se faz
essencial para que haja producao de moléculas alvo, com garantia de resposta em uma producao
futura (Mahajan & Balachandran, 2015).

2.6 Analise por Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia planar, na forma de cromatografia em camada delgada ou em camada
delgada de alta resolucdo (CCD, CCD-AR), continua sendo uma técnica de separacao robusta
e amplamente utilizada. Apresenta-se como um método simples, rapido, de baixo custo (Cai,
2014) e qualitativo para analise de misturas ou para encontrar componentes bioativos nas
mesmas. O formato da CCD/CCD-AR também é um método Unico para preservar a separacao,
permitindo uma investigacdo adicional de componentes de interesse (incluindo
quantificacdo/determinacéo de estrutura) separados no tempo e no espago em relacao a amostra
original (Wilson & Poole, 2023).
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Para se entender por que a CCD continua sendo um modo importante de separagéo ainda
no século 21, mesmo quando técnicas como a cromatografia liquida de ultra performance
acoplada a espectrometria de massas poderia reduzi-la a uma técnica insignificante, deve-se
levar em consideracao seus beneficios. A CCD proporciona um melhor arranjo para analise
simultanea de maior nimero de amostras, com estratégias de detec¢do flexiveis e uma maior
tolerdncia em relagdo as matrizes das amostras, ndo sendo necessario diluicdes e/ou pre-
tratamento das amostras antes da analise. A economia de tempo e solventes paraa CCD também
€ uma consequéncia de sua capacidade em separar multiplas amostras em paralelo, com cada
amostra ocupando um Gnico ponto (ou linha) na fase estacionéria, na qual varias amostras e
padrdes podem ser colocados lado a lado na camada delgada para separacédo simultanea com a
mesma fase movel. Além disso, muitas placas podem ser eluidas simultaneamente se for
necessario ampliar a escala de analise destas amostras, apenas adicionando mais camaras de
eluicdo (Wilson & Poole, 2023).

2.7 Toxicidade em modelo sistémico Galleria mellonella

Os testes toxicoldgicos sdo importantes para garantir a seguranca e eficacia de novas
substancias farmacoldgicas ou com potencial farmacoldgico. Esses estudos abrangem uma série
de testes in vitro como cultura em células e tecidos isolados, permitindo avaliacdes de
parametros toxicoldgicos de forma agil e barata. Os testes in vivo, por sua vez, fazem uso de
animais para experimentacéo, e por esse motivo, oferecem informagdes mais completas sobre
os efeitos sistémicos de substancias quimicas (Silva et al., 2021).

A Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso dos Animais (RENAMA), classifica
as larvas de Galleria mellonella como um modelo experimental oportuno, as quais tém sido
amplamente utilizada nas Ultimas décadas como modelo para estudar a toxicidade de
substancias quimicas, estudos de infeccBGes bacterianas ou fingicas e também para avaliar a
eficacia de novos medicamentos, antes de prosseguir para estudos pré-clinicos em mamiferos,
diminuindo o uso desses animais, e alinhando-se aos principios da bioética. Esse modelo de
inseto oferece vantagens sobre os modelos de mamiferos, pois ndo é necessaria previa
aprovacao etica para seus estudos, é facilmente manipulado, apresenta baixo custo, é um
modelo de fécil reproducdo em larga escala e permite uma rapida execucdo experimental,
associada a capacidade de incubar esses insetos em temperaturas entre 25 e 37 °C. Além disso,
o0 sistema imunoldgico dessas larvas se assemelha de certa forma ao sistema dos mamiferos,

tornando-o apropriado aos estudos (Admella; Torrents, 2022; Loh et al., 2013; Tsai; Loh; Proft,



2016; Serrano et al., 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao e depdsito do fungo endofitico estudado

O fungo endofitico do género Preussia (identificado por biologia molecular: espécie
Preussia c.f. africana), foi obtido de folhas saudaveis de Handroanthus impetiginosus (ipé rosa)
coletado em Alfenas-MG. Alguns ramos da planta foram depositados no herbario da Unifal-
MG com o nimero de exsicata 2745. A sequéncia parcial da regido ITS1-5.8S-ITS2 apresentou
99-100% de similaridade com a mesma regido ribossomal de algumas espécies de Preussia e
foi depositada no Genbank (SAMN 06350896) (Souza et al., 2018).

3.2 Repique do fungo em meio solido

O fungo Preussia africana, preservado de acordo com metodologia preconizada por
Castellini (Capriles et al., 1989) foi reativado em placas Petri contendo &gar batata dextrose
(ABD) e em agar malte (MEA), permanecendo sob observacdo por um periodo de 15 dias,

dentro de caixa de isopor, em condi¢des de temperatura ambiente.

3.3 Cultivo do fungo em meio agitado

Apbs o cultivo do fungo em placa Petri (Item 3.2), o mesmo foi incubado em shaker a
27 °C, 250 rpm, por 15 dias, para que houvesse crescimento do microrganismo. Fragmentos de
5 mm de &gar malte com o fungo crescido foram introduzidos em erlenmeyers de 1000 mL. Foi
realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR), para avaliagdo da producéo
de biomassa fungica. Em cada erlenmeyer foi inserido 200 mL de caldo Czapek modificado,
constituido por NaNOs: 2,0 g; KoHPO4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; KCI: 0,5 g; FeS04.7H,0:
0,01 g; extrato de levedura: 1,0 g; agua destilada: qsp 1000 mL; a quantidade de glicose e
maltose (fontes de carbono) variaram de acordo com cada ensaio, bem como o nimero de
fragmentos inoculados no erlenmeyer (Tabela 2). Os ensaios foram realizados em duplicata,
totalizando 400 mL de caldo. A Figura 5 ilustra o cultivo em modo agitado de alguns dos

ensaios realizados.
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Figura 5 - Fermentacdo de Preussia africana em erlenmeyers em modo agitado

Fonte: Do Autor (2023).

3.4 Planejamento Experimental

Para se avaliar a influéncia dos constituintes do meio de cultivo foi utilizado um DCCR
23, incluindo 3 repeticdes no ponto central e 6 pontos axiais, totalizando 17 ensaios, no qual as
variaveis consideradas foram as concentracdes (g.L ™) das fontes de carbono, (maltose e glicose)
e 0 numero de fragmentos para inocular o meio de cultivo. Como variaveis dependentes foram
avaliadas as massas dos extratos organicos secos, utilizando solventes com diferentes
polaridades: cloroférmio (CHCIs) e acetato de etila (AcOEt) expressos em miligramas (mg). A
Tabela 2 indica os critérios avaliados no planejamento, em ndmeros codificados e reais, para
os niveis inferior, intermediario e superior. O programa Protimiza Experimental Design foi
utilizado para a analise de regressao e para gerar os graficos. Para o nimero de fragmentos

foram utilizados experimentalmente valores inteiros, arredondados de maneira adequada.
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Tabela 2 — Variaveis para o planejamento completo 23, niveis codificados e valores reais.

Niveis
Variaveis
-1,68 1 0 +1 +1,68
x1  Glicose (g.L) 30 32,02 35 37,98 40
X2 Maltose (g.L %) 0 4,05 10 15,95 20
x3  No. de Fragmentos 2 2,81 4 5,19 6

Xs: valores reais utilizados no experimento: para 2,81 foi utilizado (3) e para 5,19 foi utilizado (5)
Fonte: Do Autor (2023).

3.5 Filtracdo e extracdo com solventes

Apos o periodo de cultivo do fungo, foi necessario retirar o micélio presente nos caldos,
portanto, o caldo foi submetido a filtracdo a vacuo. Os filtrados, livres de células, foram
utilizados para extracdes liquido-liquido com cloroférmio e acetato de etila, na propor¢do de
1:1 (Vcaido 400 mL: Vsovente 400 mL). As extracdes foram realizadas em duas ou trés etapas. A

fase organica foi evaporada, em rota-evaporador e, em seguida, em capela de exaustéo.

3.6 Avaliacédo de atividade antimicrobiana

Os extratos organicos descritos no item 3.5 foram analisados quanto a atividade

antimicrobiana, como descrito abaixo:

3.6.1 Patdgenos utilizados para avaliacao da atividade antimicrobiana

Foram utilizados os seguintes patdgenos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 25922) e algumas espécies de Candida, dentre elas: Candida albicans
(ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 90030) e Candida tropicalis (ATCC 750),
disponiveis no banco de cepas do Laboratério de Bioprocessos da UNIFAL-MG. Algumas
cepas de Candida foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Amanda Latércia Tranches Dias.

A metodologia utilizada para os ensaios de atividade antimicrobiana segue o
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procedimento descrito por CLSI (2006, 2008), com pequenas modificacdes. Cada patogeno foi
cultivado 24 horas antes da realizagdo do experimento. Com a utilizacdo de um
espectrofotbmetro, foram preparadas suspensoes utilizando solucdo salina estéril de NaCl 0,9%,
capaz de fornecer 1,5x108 UFC/mL (75% de transmitancia em 660 nm), correspondente & escala
0,5 de McFarland.

3.6.2 Triagem dos extratos para avaliacdo da atividade antifungica — Teste de difusdo em agar

Para avaliacdo dos extratos contra espécies de Candida foi realizada, de maneira
preliminar, uma triagem por meio do teste de difusdo em agar. Em placas de Petri foram
adicionados cerca de 30 mL de meio agar Mdller Hinton (MH), apds sua solidificagdo foi
aplicada, de maneira homogénea por toda superficie do &agar, uma suspensdo de cada
microrganismo patogénico (Candida albicas, C. glabrata ou C. tropicalis), com o auxilio de
swab. A seguir foram feitos furos no &gar, no qual foram adicionadas 40 pL dos extratos
provenientes da extracdo liquido-liquido. Os extratos foram preparados a partir da dissolucéo
de 1 mg do mesmo em 125 pL de etanol, fornecendo uma concentragio de 800ug.mL™.

As placas foram incubadas a 35°C e observadas ap6s 24 horas, para medi¢do do halo

formado ao redor do pogo indicando a inibi¢do do crescimento do patégeno testado.

3.6.3 Determinacéo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida
Minima (CMM)

Em uma microplaca com 96 pocos, foram adicionados 100 pL de meio caldo Muller
Hinton (CMH). Também, foram adicionados 20 puL da amostra solubilizada em etanol e 80 pL
do mesmo meio ao primeiro pogo de cada linha da placa. Na sequéncia iniciou-se a transferéncia
de 100 pL, partindo do primeiro pogo para os demais pocos, até o ultimo, realizando-se,
portanto, a diluicdo do extrato na placa. No ultimo poco, um volume de 100 pL foram
descartados para que todos contivessem 100 pL ao término da dilui¢do. Apos a diluicdo, 80 puL
de CMH e 20 pL do indculo preparado de acordo com o item 3.6.1 foram transferidos para
todos 0s pocos. O volume final em cada pogo foi de 200 uL.. Foram reservados alguns pogos
para controle de crescimento do patdgeno, de esterilidade do meio e do extrato, bem como, do
solvente usado para dissolver o extrato (&lcool etilico absoluto). Foram utilizadas duas

concentracgdes iniciais para a diluicdo seriada: 400 pg/mL e 800 pug/mL. Nos experimentos em
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que a concentracao inicial era de 400 pg/mL, a dilui¢do seriada iniciou-se a partir do primeiro
pogo. J& nos experimentos com concentracdo inicial de 800 pg/mL, a diluicdo seriada teve
inicio a partir do segundo pogo, que continha 400 pg/mL, ap6s a mesma aplicacdo realizada

para o primeiro poc¢o. O experimento foi realizado em triplicata.

As microplacas foram reveladas com resazurina, que é um corante que indica a
viabilidade das células com uma cor inicialmente azul, se apds a incubacdo das placas a cor
permanecer azul, isso indica que o0 extrato possui acdo bacteriostatica/fungistatica contra o
microrganismo testado, caso a cor se torne rosada, purpura ou incolor, ha um indicativo que o
microrganismo ¢€ resistente ao extrato em andlise (Sarker; Nahar & Kumarasamy, 2007). Para
a revelacdo das microplacas contendo os patdgenos Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
estas foram mantidas a uma temperatura de 37°C por um periodo de até 24 horas, para entdo
serem adicionados 20 pL de resazurina 0,2%. A leitura das microplacas foi realizada 2 horas
apos a adicdo do corante. Para a deteccdo do crescimento das espécies de Candida, as placas
foram incubadas em estufa a 35°C por 48 horas. Apo6s este periodo, 20 pL de resazurina a 0,2%
foram adicionados a cada poc¢o para indicar a viabilidade celular. A mudanca de cor da

resazurina foi avaliada 24 horas apés a sua adi¢do (Barros et al., 2021).

Cada um dos extratos do fungo endofitico (1,0 mg) foi solubilizado em 125 pL de
etanol. Os extratos foram dissolvidos com o auxilio do banho ultrassénico e homogeneizados

no vortex até se apresentarem completamente dissolvidos.

3.7 Atividade antioxidante e teor de flavonoides e fendlicos totais

Os extratos foram avaliados quanto a sua capacidade em sequestrar os radicais DPPH,
além disso, foram avaliados quanto aos seus contetidos de fendlicos totais e de flavonoides

totais.

3.7.1 Ensaio de sequestro de radicais DPPH

Os extratos do endofito Preussia foram preparados na concentracdo de cerca de 0,5 e
1,0 mg. mL. O DPPH ¢ um radical estavel centrado em nitrogénio cuja solucdo em etanol
apresenta cor violeta entre 515-520 nm. Quando um substrato que pode doar um atomo de
hidrogénio é adicionado a solugdo de DPPH, este é reduzido a difenil picril hidrazina, de cor

amarela. O experimento foi realizado em microplacas de 96 pocos, nos quais 66jL de cada
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extrato foram adicionados a 134uL de DPPH (150uM) por meio de micropipeta e inseridos em
cada poco, totalizando 200 pL em cada pogo. Para o controle foram utilizados 66pL de etanol
e 134uL de DPPH. O branco utilizado foi o etanol (200uL). Em seguida, para que a reacdo
ocorresse, 0s reagentes foram agitados e mantidos em contato, no escuro, por 45 minutos.

Utilizou-se leitor de ELISA, para realizar a leitura das microplacas, em 517 nm.

A capacidade antioxidante foi quantificada segundo as metodologias descritas por
Souza et al. (2007) e Sucupira et al. (2012) com algumas modificacdes. Os resultados foram
expressos em termos de equivalentes de Trolox (UmoIlET/g de extrato), utilizando a equacédo da
reta obtida a partir da curva de calibracdo. Para a construgdo da curva, foram plotados: 0s
valores de concentracdo de Trolox entre 20 - 140 uM, no eixo x em funcdo da absorbancia do

Trolox, no eixo y.
A atividade antioxidante (%) foi determinada pela formula:
AA (%) =(1- Aa/Ac) *100

AA (%): Atividade Antioxidante em %, Aa: Absorbancia da amostra/extrato e Ac: Absorbancia

do controle.

3.7.2 Teor de fendlicos totais

Para a determinacdo do conteudo de fendlicos totais utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteu (FC) seguindo as metodologias descritas por Souza et al. (2007) e Chen et al. (2015)
com modifica¢bes. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, nos quais foram adicionados
20pL de cada extrato fingico nas concentrag@es de 0,5 e 1,0 mg. mL™. O 4cido galico (AG) foi
usado como padrdo, para construcdo da curva de calibragcdo com concentragdes variando entre
20 120 ug. mL*. A agua foi usada como branco e o etanol como controle. Foram adicionados
o0 reagente FC (100uL) e a solugdo de carbonato de sddio 7,5% (75uL), sendo homogeneizados
e mantidos no escuro por 40 minutos, a leitura dos pocos foi realizada em 740 nm. Os valores
de absorbancia lidos foram utilizados para estimar o teor de fenolicos totais, a partir da curva
de calibracdo. Os resultados foram expressos em microgramas de equivaléncia de acido galico

(EAG) por mg de extrato.
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3.7.3 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método colorimétrico
apresentado por Meda et al., (2005) e Sucupira et al., (2012) com algumas modifica¢6es. Os
extratos foram preparados nas concentragdes de 1,0 - 5,0 mg. mL™t. Um volume de extrato de
100 uL ou de padrdes de quercetina, juntamente com100 puL de uma solu¢ao AIClz 2% em
metanol foram adicionados a uma microplaca de 96 pocos. A mistura foi deixada em repouso
por 10 minutos, para posterior leitura de absorbancia em 415 nm. O branco foi obtido usando
100 pL de etanol juntamente com 100 puL de 2% AIClz em metanol. Para determinar o teor de
flavonoides, foi utilizada uma curva de calibragdo construida com o padrdo de quercetina,
solubilizada em etanol, em concentragdes entre 0,25 e 10,00 pg. mL™. Os resultados obtidos

foram expressos em microgramas de equivalente de quercetina (EQ) por mg de extrato.

3.8 Avaliacéo quimica dos extratos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Este estudo foi realizado para monitorar as classes de compostos pela utilizacdo de
reveladores e 0 comportamento das substancias, na presenca de diferentes combinacdes de
solventes durante a eluicdo, para futuros estudos de isolamento das substancias presentes nos
extratos. Para essa avaliacdo foram empregadas placas de cromatografia de Silica-gel 60 sobre
suporte de aluminio com indicador de UV F2s4. As placas de cromatografia foram visualizadas
sob luz ultravioleta (UV) a 254 nm e 365 nm, e foram utilizados reveladores quimicos para
identificar as classes de compostos presentes, dentre eles:

a) Solucdo de 20% de acido fosfomolibdico em etanol P.A. aquecendo-se em seguida

por 5 minutos em estufa a 120°C, para a identificagdo qualitativa de substancias
redutoras (MERCK, 1972).

b) Revelador anisaldeido sulfurico preparado segundo procedimento descrito na
literatura (WAGNER; BLADT, 1996). Utilizado para detec¢do qualitativa de
terpenos, acucares, fendis e esteroides.

c¢) Revelador de cloreto férrico 1% (p/v), preparado conforme Farmacopéia Brasileira
(2010), utilizado para detecgdo de compostos fendlicos.

Aproximadamente 10 mg de cada extrato foi pesado e em seguida diluido em 1 mL de

solvente (cloroférmio ou acetato de etila). Para a aplicacdo das amostras nas placas

cromatograficas foi utilizado um pipetador automatico, ajustado com um volume de 2 L.
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3.9 Toxicidade e indice de satde do modelo sistétmico Galleria mellonela

As larvas do modelo sisttmico Galleria mellonela foram criadas no Laboratorio de
Bioprocessos da UNIFAL/MG seguindo o protocolo desenvolvido por Jorjdo et al. (2018), com
algumas alteragdes. As larvas foram alimentadas com cera de abelha, mel e levedo de cerveja,
fuba, farinha de soja torrada e leite em pd, sendo mantidas em uma incubadora DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), com a temperada controlada de 27 °C até 0 momento em que 0sS
testes foram realizados.

A toxicidade aguda foi avaliada utilizando o modelo sistémico G. mellonela, de acordo
com o que foi proposto por Sardi et al., (2017), com altera¢Ges. Os extratos organicos (CHCls
e AcOEt) de P. africana, com atividades antimicrobianas promissoras foram avaliados quanto
sua toxicidade frente as larvas de G. mellonella em concentracdes de 800 pg/mL. Foram
analisados seis extratos (CHClsz: 7C, 10C; e AcOEt: 4A, 7A, 12A e 13A). Para cada extrato
foram selecionadas cinco larvas, pesando entre 0,25 e 0,30 gramas, sem apresentarem qualquer
sinal de melanizacio. Dez microlitros de cada extrato ou do controle (Agua destilada estéril e
etanol 40%), foram injetadas na hemocele de cada larva através da Gltima proleg usando uma
Seringa Hamilton de 25 puL. As larvas foram mantidas a 27°C, na auséncia de luz e analisadas
depois de 24, 48 e 72 horas para verificar se as larvas apresentavam coloracdo marrom e se
havia auséncia de movimento ao toque. O grafico de toxicidade foi elaborado e visualizado por

meio do software Prism.
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4 RESULTADOS

4.1 Repique do Preussia africana

O fungo Preussia africana que estava preservado em &gua estéril foi reativado em placa
Petri com &gar batata dextrose (ABD) e agar malte (MEA). A Figura 6 mostra a fotografia do

fungo nos dois meios solidos.

Figura 6 - Fungo Preussia africana reativado em placas de Petri em meio ABD
(@) e MEA (b).

Fonte: Do Autor (2023).

Ao observar a Figura 6 notou-se que apos 15 dias de crescimento do fungo P. africana
em ABD (a) e MEA (b), houve um crescimento melhor no 4gar malte (MEA) em relacéo ao
agar batata dextrose (ABD). A presenca de enzimas extracelulares como amilase B-glicosidase,
celulase e protease, essenciais para a nutricdo fungica, neste meio, conforme descrito por Etim
et al., (2023), pode esclarecer essa diferenga. Essas enzimas desempenham um papel crucial na
nutricdo fadngica, permitindo a degradacdo de alguns compostos organicos e a melhor
assimilacdo de nutrientes. Os resultados obtidos de enddfitos mostram a importancia da escolha
do meio de cultivo ideal para o crescimento dos fungos, uma vez que a composi¢éo nutricional
do MEA pode fornecer uma rica fonte de nutrientes, como vitaminas e outros fatores

promotores do crescimento dos fungos (Robbin; Hervey, 1958).
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4.2 Ensaios do planejamento de experimentos e obtencéo dos extratos organicos de

Preussia africana

Com a finalidade de aprimorar as condi¢cdes de crescimento do endofito Preussia
africana e identificar as condi¢fes que forneciam maiores massas de extrato organico seco,
usando acetato de etila e cloroférmio, foi realizado um DCCR 23. Para cada condic&o de cultivo
foram utilizados 2 erlenmeyers (1000 mL), com 200 mL de meio em cada um, totalizando 400
mL de caldo para cada experimento. Os seguintes componentes do meio Czapek permaneceram
inalterados: KoHPOg4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; NaNOz: 2,0 g; KCI: 0,5 g; FeS04.7H20: 0,01
g; extrato de levedura: 0,5 g; agua destilada: 1000 mL. Foram modificadas apenas as
quantidades das varidveis independentes descritas na Tabela 2. De acordo com a matriz do
planejamento completo, foram realizados 17 ensaios para 0 monitoramento das massas de
extratos organicos obtidos em cada ensaio, modificando-se as quantidades de glicose, maltose
e 0 numero de fragmentos de indculo. Os fragmentos inoculados foram obtidos a partir do meio
solido MEA.

Apds o periodo de cultivo em 15 dias, os caldos de cultivo (400 mL), foram filtrados a
vacuo para retirada do micélio. As massas dos extratos foram determinadas apds a evaporacgédo
dos solventes em rota-evaporador. O valor do pH de cada caldo foi medido antes da extracédo
liquido-liquido, os quais permaneceram entre 4,58 - 6,44, ndo apresentando grandes variagdes
mesmo sendo alteradas as fontes de carbono e os nimeros de fragmentos inoculados no meio.
A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento, indicando os niveis, valores reais, nimero de

ensaios realizados, bem como as massas dos extratos acetato de etila e cloroformio (mg).
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Tabela 3 - Matriz para o planejamento completo 22 e respostas para cada ensaio.

Nivel (Valor real) Resposta (mg)
Ensaios X1 ‘ X2 ‘ X3 ‘ Massa Massa
(glicose) (maltose) (in6culo) AcOEt (Y) Clorof. (Y)
1 -1 (32,02) -1 (4,05) -1(2,81) 26,6 13,9
2 +1 (37,98) -1 (4,05) -1(2,81) 57,4 94,8
3 -1(32,02) +1 (15,95) -1(2,81) 71,2 78,7
4 +1 (37,98) +1 (15,95) -1(2,81) 53,4 64,5
5 -1(32,02) -1 (4,05) +1 (5,19) 1147 67,4
6 +1 (37,98) -1 (4,05) +1 (5,19) 86,2 731
7 -1 (32,02) +1 (15,95) +1(5,19) 49,3 171,0
8 +1 (37,98) +1 (15,95) +1(5,19) 69,6 51,3
9 -1,68 (30,0) 0 (10) 0(4) 80,5 70,4
10 +1,68 (40,0) 0 (10) 0 (4) 165,7 98,4
11 0 (35) -1,68 (0,0) 0 (4) 63,0 124,1
12 0 (35) +1,68 (20,0) 0 (4) 29,9 189,0
13 0 (35) 0 (10) -1,68 (2) 64,8 86,0
14 0 (35) 0 (10) +1,68 (6) 59,7 91,5
15 0 (35) 0 (10) 0 (4) 128,0 70,0
16 0 (35) 0 (10) 0 (4) 144,3 78,4
17 0 (35) 0 (10) 0 (4) 125,9 81,6

Fonte: Do Autor (2023).

De acordo com o observado na Tabela 3, 0 ensaio 10 apresentou maior massa para 0
extrato acetato de etila (165,7 mg) e os ensaios 7, 12 com maiores massas para 0s extratos
cloroférmio (171,0 e 189,0 mg, respectivamente). Com os dados obtidos a partir da Tabela 3
foi realizado o teste de aderéncia de Shapiro-Wilk para ambas as respostas de massas de

extratos, os quais indicaram uma populacéo normal, sendo possivel realizar analise estatistica.
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Com a obtencédo das massas dos extratos provenientes da extracdo com cloroférmio foi

possivel calcular os coeficientes de regressdo, nos quais 0s termos: linear x2 (maltose),

quadratico x.? (maltose) e as interacbes entre as variaveis X1.X2 (glicose e maltose) e X1.X3

(glicose e numero de indculos) foram significativos para um nivel de significancia de 5%, isto

é, p <0,05, sendo que o termo linear X3, considerado nao significativo, foi utilizado para o ajuste

do modelo. O termo das interagfes X1.X3 e X1.X2 apresentaram valores negativos indicando perda

de rendimento do processo com a mudanca de nivel do menor para o maior. Os coeficientes de

regressao para as variaveis encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Coeficientes de regressdo obtidos para 0 DCCR para os extratos de

cloroférmio, usando um nivel de significancia de 5%.

Coeficientes

Erro padréo

p-valor

Média

X2

Xz2

X3

X1.X2

X1.X3

70,47

16,51

22,41

8,80

-27,56

-22,59

7,67

6,30

6,45

6,30

8,24

8,24

0,0000

0,0239

0,0052

0,1903

0,0065

0,0191

Fonte: Do Autor (2023).

Foi construido o Diagrama de Pareto (Figura 7) ilustrando os valores observados na

Tabela 4, considerando-se o nivel de significancia de 5%.
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Figura 7 - Efeitos padronizados em funcéo das variaveis, considerando alfa = 5 % - Diagrama
de Pareto.

Média
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Fonte: Do Autor (2023).

Para o calculo da ANOVA (Tabela 5) foram utilizadas todas as interacdes significativas
e 0 termo linear x3 para o ajuste do modelo (p > 0,05). Desta forma, foi gerada a Equacéo 1,

cujo valor de R? foi de 0,78, indicando que ele descreve 78% dos dados experimentais e que
pode ser utilizado para a construcdo de superficies de resposta.

Equagdo 1: Y=70.47 + 16.51 X2 + 22.41 X2 + 8.80 X3 — 27.56 x1X2— 22.59 X1x3, no qual o valor

de Y indica a massa do extrato CHCls.

Tabela 5 - ANOVA para 0 DCCR, considerando alfa =5 %.

Fonte de variacéo Soma dos Grau de Quadrado F calc valor p
guadrados liberdade médio

Regressdo 21480,8 5 4296,2 7,9 0,0022

Residual 5968,9 11 542,6

Falta de ajuste 5897.1 9 655,2 8,3 0,0529

Erro puro 71,8 2 35,9

Total 27449,7 16

R2=0,78; F 5:11:05 = 3,20
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Fonte: Da Autor (2024).

De acordo com a Tabela 5, o valor para Fcalc foi de 7,9, sendo maior que o Fp = 3,2 € indicando
que o modelo esta adequado, o que possibilitou a construcdo dos graficos de superficie de
resposta. Os resultados experimentais referentes a esse estudo e os resultados preditos pelo
modelo estatistico foram plotados no gréfico presente na Figura 8, facilitando sua visualiza¢do

e comparacao.

Figura 8 - Resultados experimentais (eixo x) e preditos (eixo y) em

relacdo as massas dos extratos cloroférmio.
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Fonte: Do Autor (2023).

Com a utilizacdo da ferramenta estatistica do planejamento experimental foi possivel
determinar as melhores quantidades das variaveis independentes para a producdo de maior
guantidade de extrato cloroférmio. Na Figura 9 estdo desenhadas as superficies de resposta e
as curvas de contorno para 0 modelo de producdo de massa de extrato cloroférmio,

considerando-se as varidveis independentes glicose (x1), maltose (x2) e nimero de indculos (x3)
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Figura 9 - Superficies de resposta e curva de contorno para as massas dos extratos cloroférmio.

Fonte: Do autor, (2024).
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Legenda:

(a) Superficies de resposta: glicose (g.L™) x nimero de fragmentos de inéculos.
(b) Curva de contorno: glicose (g.L™) x nimero de fragmentos de in6culos.

(c) Superficies de resposta: maltose (g.L™) x nimero de fragmentos de inéculos.
(d) Curva de contorno: maltose (g.L™) x nimero de fragmentos de inéculos.

(e) Superficies de resposta: glicose (g.L™) x maltose (g.L™?).

(f) Curva de contorno: glicose (g.L™) x maltose (g.L?).

Pela anélise das superficies de resposta e curvas de contorno em funcéo da producao de
massas secas de extratos cloroférmio, verificou-se que a faixa em que pode ocorrer a produgdo
de maiores massas de extrato cloroférmio, considerando-se todos os gréficos, para a glicose
encontra-se entre 29 e 30 g.L?, para a concentragdo de maltose entre 20 e 22 g.L e para o
numero de fragmentos de indculos entre 4 e 6.

O modelo estatistico foi validado com a realizagio de ensaios nas condigfes: 33 g.L™*
glicose, 21 g.L* maltose e 5 fragmentos. Os ensaios foram realizados em triplicata e foram
obtidos os extratos cloroférmio e acetato de etila, dos quais foram avaliadas as atividades
antimicrobiana e antioxidante. O ensaio 12 (35 g.L* glicose, 20 g.L ™ maltose e 4 fragmentos)
do planejamento também foi validado, pois apresentou a maior massa de extrato cloroférmio.
Os resultados referentes as validagfes serdo apresentados no item 4.4, pois, também foram

validados experimentos que apresentaram atividade antimicrobiana promissora.

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana dos extratos organicos contra S.
aureus estdo mostrados na Tabela 6. Os valores obtidos foram comparados aos parametros
estabelecidos por Holetz e colaboradores (2002), que sugerem a atividade antimicrobiana de
um extrato vegetal como forte para CIM inferior a 100 pg. mL™t, moderada para CIM entre 100
e 500 pg. mL:, fraca entre 500 e 1000 pg. mL™ e inativa para valores acima de 1000 pg. mL-
!, Essa classificagdo proporciona um critério objetivo para avaliar o potencial antifiingico de

NOVOS compostos.
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Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos extratos cloroformio e acetato de etila do cultivo de

Preussia africana contra o patogeno S. aureus.

Ensaios | CIM (ug. mL?%)  CMM (ug. mL?) CIM (ug. mL?%)  CMM (ug. mL™)
S. aureus
Extratos Cloroférmio Extratos Acetato de etila
1 >400 >400 200-400 > 400
2 >400 >400 >400 > 400
3 200-400 200-400 >400 > 400
4 >400 >400 >400 > 400
5 >400 >400 >400 > 400
6 >400 >400 >400 > 400
7 400 >400 100-200 > 400
8 >400 >400 >400 > 400
9 >400 >400 >400 > 400
10 >400 >400 >400 > 400
11 >400 >400 >400 > 400
12 >400 >400 >400 > 400
13 >400 >400 200-400 > 400
14 >400 >400 >400 > 400
15 >400 >400 >400 > 400
16 >400 >400 >400 > 400
17 >400 >400 >400 > 400
Amoxicilina 1,56-3,125 5-10 1,56-3,125 5-10

Fonte: Do Autor (2024).

De acordo com a Tabela 6, nota-se que o extrato CHCI3 do ensaio 3 apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, na concentragdo entre 200-400 pg.mL7,
apresentando CMM na mesma concentracdo, indicando seu potencial bactericida contra uma
bactéria Gram-positiva. Os demais extratos cloroférmio apresentaram valores de CIM > 400
ug. mL1, sendo bacteriostaticos na concentracgéo avaliada.

Quanto aos extratos em acetato de etila, os ensaios 1 e 13 apresentaram valores de CIM
entre 200-400 pg. mL?, enquanto o extrato 7 apresentou melhor valor de CIM entre 100-200
ug. mL. Os demais extratos ndo apresentaram atividade na concentracio avaliada. Os extratos
1, 7 e 13 apresentaram atividade moderada contra S. aureus, segundo os critérios preconizados
por Holetz e colaboradores (2002),

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos organicos de Preussia africana

contra as espécies de Candida albicans, C. glabrata e C. tropicalis, e devido ao grande nimero
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de extratos (34 no total), realizou-se um ensaio preliminar de triagem em meio solido, utilizando
0 método de difusdo em &gar. A difusdo em &gar é uma técnica cléssica usada para avaliar a
sensibilidade de microrganismos a uma variedade de substancias, incluindo antibioticos,
antifingicos e compostos naturais como 0s metabolitos secundarios de plantas. Em placas de
Petri contendo um meio de cultura solido previamente inoculados com o microrganismo de
interesse, sdo feitos furos no &gar e através de uma micropipeta, é aplicada uma quantidade de
extrato, antibiotico ou antifingico, o qual sera analisado apds um periodo de incubagdo. A
substancia difunde-se pelo &gar, inibindo o crescimento microbiano em uma area ao redor do
furo, formando um halo de inibicdo. Os resultados sdo expressos como a média do didmetro do
halo de inibicdo de crescimento dos microrganismos, gerado pela difusdo da amostra apds
incubacdo (Roquete et al., 2018). Além de ser um método de facil execucdo e que permite testar
uma grande quantidade de amostras simultaneamente, possui um custo-beneficio adequado,
sendo possivel visualizar de forma direta a atividade antimicrobiana, comparando a atividade
dos diferentes extratos de forma visual e qualitativa.

Alguns extratos que apresentaram halos de inibicdo foram selecionados para a avaliagdo
antifangica por CIM. A Tabela 7 apresenta os halos dos 17 ensaios realizados referentes aos
extratos ACOEt e CHCI3z (em negrito halos acima de 6 mm). Os ensaios selecionados para
realizacdo da CIM foram: 2, 4, 5,7, 10, 11, 12, 13 e 16 para ambos os extratos ACOEt e CHCls.
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Tabela 7 - Medida dos halos de inibigdo dos extratos do P. africana contra espécies de Candida.

Ensaios . . . Ensaios . . .
Cloroférmio Carjdlda Candida Can_dldg Aceta}to de Car_1d|da Candida Caqdldg
albicans glabrata tropicalis etila albicans glabrata tropicalis
Medida dos halos de inibicdo expressos em milimetros (mm)
1 5,00 6,25 5,00 1 5,00 15,75 5,00
2 6,50 9,50 6,25 2 7,25 5,00 5,00
3 6,75 5,75 6,25 3 6,25 5,00 5,00
4 10,25 5,75 5,75 4 14,50 5,00 5,00
5 7,00 10,25 10,50 5 5,00 5,00 5,00
6 5,75 5,00 6,50 6 5,00 5,00 5,00
7 6,00 5,50 7,00 7 6,00 5,00 7,50
8 5,00 7,00 7,25 8 5,25 5,00 5,00
9 5,00 5,75 5,50 9 5,00 5,00 6,50
10 5,00 5,00 7.00 10 5,00 22,50 6,25
11 8,75 5,75 9,50 11 5,00 5,00 5,50
12 5,00 5,00 8,50 12 6,00 5,00 5,00
13 7,50 5,00 7,75 13 5,25 5,00 5,00
14 7,25 7,25 5,75 14 5,50 5,00 5,25
15 5,00 5,00 6,50 15 5,00 5,00 5,75
16 5,00 5,00 6,00 16 5,00 5,00 5,00
17 5,00 5,00 7,00 17 5,00 5,00 7,25
Fluconazol 30,00 25,00 25,00 Fluconazol 30,00 25,00 25,00

Fonte: Do Autor (2024).

Os extratos em cloroférmio apresentaram potencial antimicrobiano contra as cepas de

Candida testadas (Tabela 8). O ensaio 4 inibiu o crescimento de C. albicans e C. glabrata com

concentragdes inibitdrias minimas (CIM) entre 200 e 400 pg. mL™. O ensaio 5 apresentou CIM

entre 100 e 200 pg. mL*para C. albicans, entre 50 e 100 pg. mLpara C. glabrata e entre 400

e 800 pg. mL* para C. tropicalis. O ensaio 7 apresentou CIM entre 200 e 400 pg. mL*para C.
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albicans, entre 50 e 100 pg. mL " para C. glabrata e C. tropicalis, e concentragio microbicida
minima (CMM) entre 400 e 800 pg. mL*para C. tropicalis. Enquanto o ensaio 10 demonstrou
maior atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de C. albicans e C. glabrata em
concentragdes de 25 a 50 pg. mL™ e de C. tropicalis em concentragdes de 100 a 200 pg. mL™.
A concentragdo microbicida minima (CMM) para C. tropicalis foi similar a CIM. O ensaio 11
apresentou CIM entre 400 e 800 pg. mL? para C. albicans e entre 200 e 400 pg. mLpara C.
glabrata e C. tropicalis. Os demais ensaios do extrato CHCI3 testados mostraram-se menos

potentes, com concentracdes inibitdrias minimas superiores a 800 pg. mL™.

Tabela 8 - Atividade antimicrobiana dos extratos em cloroférmio do Preussia africana contra

as Candidas apds a triagem em difusdo em agar.

CIM (pg. mL7) CMM (ug. mL~)
Amostras
C. albicans | C.glabrata | C. tropicalis C.albicans C.glabrata | C. tropicalis
2C >800 >800 >800 >800 >800 >800
4C 200-400 200-400 >800 >800 >800 >800
5C 100-200 50-100 400-800 >800 >800 >800
7C 200-400 50-100 400-800 >800 >800 400-800
10C 25-50 25-50 100-200 >800 >800 100-200
11C 400-800 200-400 200-400 >800 >800 >800
12C >800 400-800 >800 >800 >800 >800
13C >800 400-800 >800 >800 >800 >800
16C >800 400-800 >800 >800 >800 >800
Fluconazol 3,125-6,25 3,125-6,25 3,125-625 5-10 5-10 5-10

Fonte: Do Autor (2024).

Os extratos em acetato de etila apresentaram atividade antiflngica contra as espécies de
Candida testadas (Tabela 9). Os ensaios que apresentaram pronunciada atividade antifangica
foram 02, 4,5, 7 e 10 contra C. glabrata com CIM entre 50 e 100 pg. mL™. Os mesmos ensaios,
exceto o0 ensaio 7, também apresentaram atividade contra C. albicans com CIM entre 100 e 200
ug. mL?, dentre esses, os ensaios 4, 7 e 10 apresentaram acéo fungicida contra, pelo menos,
um dos patégenos avaliados, sendo 0 mais pronunciado o ensaio 10, que apresentou acéo
fungicida contra C. glabrata com MMC entre 50 e 100 pg. mL™.

Em estudo realizado por Vieiraet al., (2014), espécies do género Preussia se destacaram

entre diversos fungos endofiticos por sua potente atividade antimicrobiana. Por exemplo, o
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extrato fangico do Preussia africana apresentou uma concentracao inibitéria minima (CIM) de
100 pg. mLt contra Paracoccidioides brasiliensis. A espécie P. pseudominima mostrou CIM
de 71 pg. mL* contra Candida tropicalis e 74 pug. mL™* contra Candida neoformans. Além
disso, em concentracdes de 98 e 75 pg. mL™, respectivamente, essa mesma espécie inibiu o
crescimento de P. brasiliensis e Cryptococcus gattii.

Os resultados dessa pesquisa mostram que os extratos flngicos obtidos a partir do P.
africana apresentam uma potente atividade antifingica contra algumas espécies de Candida.
Ao comparar os resultados deste trabalho, com os de Vieira et al., (2014), observou-se que 0s
valores de CIM obtidos para alguns extratos foram inferiores aos encontrados para P. africana
e P. pseudominima no trabalho de Vieira et al., (2014) sugerindo uma atividade antifungica
ainda mais potente. No entanto a utilizacdo de diferentes solventes de extracdo pode ter
influenciado os resultados, uma vez gque o cloroférmio e o acetato de etila apresentam diferentes

polaridades e consequentemente, extraem diferentes classes de compostos.

Tabela 9 - Atividade antimicrobiana dos extratos em acetato de etila do Preussia africana contra

as Candidas apds a triagem em difusdo em agar.

CIM (pg. mL?) CMM (ug. mL™Y)
Amostras
C. albicans | C.glabrata | C. tropicalis C.albicans | C.glabrata | C. tropicalis
2A 100-200 50-100 400-800 >800 >800 >800
4A 100-200 50-100 200-400 100-200 >800 200-400
5A 100-200 50-100 200-400 >800 >800 >800
TA 200-400 50-100 200-400 200-400 >800 >800
10A 100-200 50-100 200-400 >800 50-100 >800
11A 400-800 400-800 >800 >800 >800 >800
12A 400-800 400-800 >800 400-800 >800 >800
13A 200-400 400-800 400-800 >800 >800 400-800
16A 400-800 200-400 >800 >800 >800 >800
Fluconazol 3,125-6,25 3,125-625 3,125-625 5-10 5-10 5-10

Fonte: Do Autor (2024).

4.4 Ensaios de validagdo

Alguns ensaios foram utilizados para validacdo dos experimentos quanto suas massas e
suas atividades antimicrobianas. Para os ensaios de validacdo de massa foi escolhido o ensaio

12 (35g/L de glicose, 20 g/L maltose e 4 fragmentos) e PO (ponto 6timo) obtida apds a
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realizacdo do planejamento experimental, com excecéo da glicose, que foi inserida em maior
quantidade, por interpretacdo inadequada dos graficos (33 g/L de glicose, 21 g/L maltose e 5
fragmentos). Ja os ensaios 7 e 10 foram escolhidos devido sua promissora atividade
antimicrobiana, esses extratos também foram avaliados quanto suas massas. Apés o cultivo do
fungo, os caldos dos ensaios de validacdo foram filtrados e particionados em cloroférmio e
acetato de etila, suas massas foram obtidas. Todos o0s extratos e ensaios escolhidos para as
validacGes foram avaliados quanto suas atividades antimicrobianas contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e contra as espécies de Candida.

Todos os ensaios de validacdo foram realizados em triplicata. Os resultados estdo
agrupados da seguinte forma: na Tabela 10 estdo todas as massas dos extratos (CHClz e AcOEt),
enguanto na Tabela 11 estdo as atividades antimicrobianas (CIM e MMC) contra S. aureus e E.

coli, e na Tabela 12 contra as espécies de Candida, para os quatro extratos validados.

Tabela 10 - Ensaios de validacdo, variaveis usadas no meio de cultivo e massas dos extratos

(mg).
Nivel (Valor real) Resposta (mg)
Ensaios X1 X2 ‘ X3 ‘ Massa Massa
(glicose) (maltose) (indculo) AcOEt (Y) Clorof. ()
PO1 (33) (21) (5) 120,1 1221
PO2 (33) (21) (5) 1235 117,3
PO3 (33) (21) (5) 121,0 124,6
12.1 (35) (20) 4) 64,0 197,6
12.2 (35) (20) (4) 47,2 189,4
12.3 (35) (20) (4) 50,8 191,0
7.1 (32) (16) ) 106,4 133,9
7.2 (32) (16) ®) 109,2 137,6
7.3 (32) (16) ®) 80,5 117,6
10.1 (40) (10) 4) 733 87,7
10.2 (40) (10) (4) 75,8 97,7
10.3 (40) (10) 4) 76,8 81,4

Fonte: Do Autor (2024).



50

A Tabela 10 apresenta os resultados da validacéo dos ensaios, de acordo com a massa
obtida para cada extrato, o ensaio PO néo apresentou diferencas significativas entre as massas
dos extratos obtidos com cloroférmio e acetato de etila. O ensaio 12 que apresentou a maior
massa no planejamento de experimentos para o extrato em cloroférmio, manteve o
comportamento na validacéo, porém, apresentou maior variabilidade nas massas das triplicatas
em acetato de etila. Os ensaios 7 e 10, selecionados por sua proeminente atividade
antimicrobiana, apresentaram comportamentos distintos na etapa de validagcdo. O ensaio 7
exibiu um aumento nas massas nos experimentos de validacdo em relacdo ao planejamento
inicial, enquanto o ensaio 10 apresentou uma diminuicdo de suas massas. Os ensaios 7 e 10,
selecionados por sua proeminente atividade antimicrobiana, apresentaram comportamentos
distintos na etapa de validacdo. O ensaio 7 exibiu um aumento nas massas das triplicatas em
relacdo ao planejamento inicial, enquanto o ensaio 10 apresentou uma diminuicao.

A qualidade e a quantidade dos dados utilizados em modelos preditivos exercem um
papel crucial na precisdo e confiabilidade das estimativas. Como apontado por Schemper
(2003), amostras de pequeno porte podem resultar em estimativas instaveis e alta variabilidade,
comprometendo a generalizacdo dos resultados. Além disso, Mathai, Chen e Kichmair (2019)
destacam a influéncia dos métodos de validacdo e de fatores externos, como mudancas
ambientais, na variabilidade das previsGes. Diante dessa complexidade, é fundamental

interpretar os resultados dos modelos com cautela, reconhecendo as suas limitagoes.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana (CIM e CMM) dos extratos em cloroférmio e acetato de

etila dos 4 pontos de validagdo contra os patdgenos S. aureus e E. coli.

Amostras CIM (ug. mL?) CMM (ug. mL?)
S. aureus \ E. coli S.aureus \ E. coli
CHCls

PO1 200-400 200-400 >800 > 800
PO2 200-400 200-400 >800 > 800
PO3 200-400 200-400 >800 > 800
12.1 >400 200-400 >400 >400
12.2 >400 200-400 >400 >400
12.3 >400 200-400 >400 >400
7.1 400-800 400-800 >800 > 800
7.2 400-800 400-800 >800 > 800
7.3 400-800 200-400 >800 > 800
10.1 >400 200-400 >400 >400
10.2 >400 200-400 >400 >400
10.3 >400 200-400 >400 >400

AcOEt
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PO1 200-400 200-400 >800  200- 400
PO2 200-400 200-400 >800 200-400
PO3 200-400 200-400 >800 200-400
12.1 >400 >400 >400 >400
12.2 >400 >400 >400 >400
12.3 >400 >400 >400 >400
7.1 400-800 200-400 >800 > 800
7.2 400-800 200-400 >800 > 800
7.3 400-800 200-400 >800 > 800
10.1 >400 >400 >400 >400
10.2 >400 >400 >400 >400
10.3 >400 >400 >400 >400
Amoxicilina 3,125-6,25  3,125-6,25 5-10 20-40
Cloranfenicol  3,125-6,25  3,125-6,25 5-10 20-40

Fonte: Do Autor (2024).

O ponto 6timo tanto em cloroférmio quanto em acetato de etila apresentou CIM entre
200-400 pg. mL™ para S. aureus e E. coli, apresentando acéo bactericida os extratos do ponto
6timo em acetato de etila na concentragdo entre 200-400 pg. mL™* para Staphylococcus aureus.
Os ensaios 10 e 12 (CHCI3) apresentaram CIM entre 200-400 pg. mL™ contra S. aureus. Os
ensaios 10 e 12 (AcOEt) apresentaram atividade contra o S. aureus e E. coli acima de 400 ug.
mL™. O ensaio 7 em ambos os solventes apresentou CIM entre 400-800 pg. mL™ para S. aureus.
Para E. coli 0 ensaio 7 (CHCIs) apresentou CIM 400-800 pg. mL™ e para o extrato AcOEt,
apresentou CIM entre 200-400 pg. mL™,

O estudo de Gurgel et al.,, (2023) demonstrou o potencial do fungo endofitico
Botryosphaeria mamane CF3-13, isolado da planta medicinal amazonica Arrabidaea chica, na
producdo de compostos com significativa atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus e Candida spp (CIM = 0,312 pg. mL1). Os autores observaram concentragdes inibitorias
minimas (CIMs) consideravelmente menores do que as obtidas em nosso estudo. Essa diferenca
pode ser atribuida a diversos fatores, como a espécie de fungo, o solvente de extracdo utilizado
e as condicdes de cultivo empregadas. Enquanto nosso estudo comparou a eficacia de
cloroformio e acetato de etila na extracdo de compostos bioativos, Gurgel et al., (2023)
utilizaram apenas o acetato de etila. Além disso, a diversidade de metabdlitos produzidos por
cada espécie flngica e seus respectivos mecanismos de acdo podem influenciar

significativamente a atividade antimicrobiana dos extratos.

A pesquisa de Bettuccie; Tiscorni (2013) demostrou a atividade antimicrobiana de

extratos do Preussia africana contra a Xanthomonas campestris. Os resultados deste trabalho,
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ressaltam a diversidade dos compostos produzidos pelo P. africana e sua capacidade de inibir
0 crescimento de bactérias gram-negativas, incluindo X. campestris e a E. coli que foi analisada
neste trabalho. Alguns estudos na literatura demonstram o potencial do género Preussia na
producdo de compostos antifungicos. Por exemplo, Noumeur et al., (2017) isolaram as
preussilidas A-F de Preussia similis, sendo a preussilida A e C as mais ativas contra Mucor
plumbeus, com CIM de 150 e 37,5 pg. mL™, respectivamente.

Tabela 12 - Atividade antimicrobiana (CIM e CMM) dos extratos em cloroférmio e acetato de

etila do Preussia africana contra as espécies de Candida para os ensaios de

validacao.
Amostras CIM (pg. mL?) CMM (ug. mL™?)
C. albicans \C. glabrata \ C. tropicalis C. albicans |C. glabrata | C. tropicalis
CHCIs
PO1 50-100 25-50 200-400 50-100 25-50 > 800
PO2 50-100 25-50 200-400 50-100 25-50 > 800
PO3 50-100 25-50 200-400 50-100 25-50 > 800
12.1 25-50 25-50 200-400 >800 >800 200-400
12.2 25-50 25-50 200-400 >800 >800 200-400
12.3 25-50 25-50 200-400 >800 >800 200-400
7.1 200-400 200-400 200-400 >800 >800 > 800
7.2 200-400 200-400 200-400 >800 >800 > 800
7.3 200-400 200-400 200-400 >800 >800 > 800
10.1 50-100 25-50 100-200 >800 >800 >800
10.2 50-100 25-50 100-200 >800 >800 >800
10.3 50-100 25-50 100-200 >800 >800 >800
AcOEt
PO1 50-100 50-100 400-800 50-100 >800 >800
PO2 50-100 50-100 400-800 50-100 >800 >800
PO3 50-100 50-100 400-800 50-100 >800 >800
12.1 100-200 100-200 400-800 100-200 >800 400-800
12.2 100-200 100-200 400-800 100-200 >800 400-800
12.3 100-200 100-200 400-800 100-200 >800 400-800
7.1 100-200 100-200 200-400 100-200 >800 > 800
7.2 100-200 100-200 200-400 100-200 >800 > 800
7.3 100-200 100-200 200-400 100-200 >800 > 800
10.1 200-400 100-200 >800 >800 >800 >800
10.2 200-400 100-200 >800 >800 >800 >800
10.3 200-400 100-200 >800 >800 >800 >800
Fluconazol  3,125-6,25 3,125-6,25  3,125-6,25 5-10 5-10 5-10

Fonte: Do Autor (2024).
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Os extratos foram avaliados contra as espécies Candida albicans, C. glabrata e C.
tropicalis (Tabela 12). Os extratos obtidos no ponto 6timo (PO) em cloroférmio apresentaram
CIMs entre 25 e 100 pg. mL™ para C. albicans, enquanto para os extratos em acetato de etila,
esse valor variou entre 50 e 100 pg. mL™. Esses resultados indicam que, em geral, 0s extratos
em cloroférmio apresentaram maior atividade contra C. albicans quando comparados aos
extratos em acetato de etila. O ensaio 12, por sua vez, mostrou-se eficaz contra C. albicans e
C. glabrata em cloroférmio, com CIM entre 25 e 50 pg. mL™?, entretanto, a atividade contra C.

tropicalis foi menor tanto em cloroférmio quanto em acetato de etila.

Os extratos em cloroférmio (ensaio 7) apresentaram CIM entre 200 e 400 pug. mL™* para
todas as especies de Candida testadas. Os extratos (ensaio 7) em acetato de etila apresentaram
CIM entre 100 e 200 pg. mLpara C. albicans e C. glabrata, e CMM de 100 a 200 pg. mL™*
para C. albicans. Para C. tropicalis nos extratos em acetato de etila, a CIM ficou entre 200 e
400 pg. mLt. O ensaio 10 apresentou maior atividade antifingica contra C. glabrata quando o
extrato foi obtido em cloroférmio, com CIM entre 25 e 50 pug. mL™. No entanto, para C.
tropicalis, a atividade foi menor, necessitando de concentracfes mais elevadas para inibir o
crescimento. O ensaio 12, por sua vez, mostrou-se eficaz contra C. albicans e C. glabrata em
cloroférmio, com CIM entre 25 e 50 pg. mL™,

Chatterjee et al., (2020) demonstraram o potencial antifingico de extratos do fungo
endofitico Alternaria tenuissima OE7, isolado de manjericdo, evidenciando a capacidade de
inibir a proliferacdo de Candida e Aspergillus. Adicionalmente, esses autores observaram a
inibicdo da formacéo de biofilme em Candida albicans. Ao comparar os resultados do presente
estudo com aqueles de Chatterjee et al. (2020), observa-se que a diversidade de fontes botanicas
e a escolha do solvente de extracdo influenciam significativamente a atividade antifungica. A
utilizacdo de cloroférmio e acetato de etila permitiu a extracdo de compostos com diferentes
polaridades, sendo que os extratos em cloroférmio demonstraram maior atividade contra C.
albicans. Embora os valores de CIM obtidos nos dois estudos sejam comparaveis, a capacidade
de inibir a formacdo de biofilme, evidenciada por Chatterjee et al., (2020), destaca a
importancia de avaliar diferentes parametros da atividade antifingica. Ambos os estudos
corroboram o potencial dos extratos naturais como fontes de novos compostos antifungicos,
sugerindo que a diversidade quimica desses extratos confere a eles um amplo espectro de
atividade biologica, possivelmente atuando em alvos como a permeabilidade da membrana

celular, a sintese de ergosterol e processos metabolicos essenciais para o fungo.
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Kharul e Darah (2019) demonstraram o potente efeito antifungico do extrato de acetato
de etila obtido do fungo endofitico Ceratobasidium ramicola IBRLCM127, isolado de Curcuma
mangga. O extrato apresentou uma CIM de 2,5 mg/mL contra Candida albicans e exibiu efeito
levedicida. Ao comparar esses resultados com os do presente estudo, observa-se que ambos
indicam o potencial antifungico de extratos fungicos. No entanto, a CIM dos extratos avaliados
neste trabalho variou entre 25 e 100 pg/mL para C. albicans, sugerindo diferencas na
composicao quimica e na poténcia dos compostos bioativos presentes. A observacéao do efeito
levedicida por Kharul e Darah (2019) reforca a importancia de investigar os mecanismos de
acdo dos compostos presentes nos extratos flngicos, uma vez que a capacidade de matar as
células fangicas é crucial para o desenvolvimento de novos antifingicos.

Xu et al. (2019) isolaram as (%) preuisolactonas A de Preussia isomera, apresentando
atividade antifungica moderada contra Alternaria alternata com CIM de 163,4 uM.

A produgdo de metabdlitos secundarios por um organismo vivo certamente €
influenciada pela genética dele, mas sua expressao pode ser mediada também pelo ambiente no
qual ele se insere. Além disso, a sintese de antimicrobianos por microrganismos e,
frequentemente, causada pela exaustdo de um nutriente, principalmente fontes de carbono e
nitrogénio, por uma diminuigdo na taxa de crescimento do microrganismo ou mesmo pela

adicdo de um indutor ao meio de cultivo (Upadhyay; Bhattacharyya & Ray, 2020).

4.5 Atividade Antioxidante, teor de fenélicos e flavonoides totais

Os extratos organicos acetato de etila e cloroférmio, obtidos a partir da extracao liquido-
liquido com o meio de cultivo do fungo Preussia africana, foram avaliados quanto seu potencial
antioxidante, utilizando o sequestro de radicais DPPH, além de serem avaliados seus teores de

fenolicos e flavonoides totais.

4.5.1 Atividade antioxidante frente ao DPPH

Para a determinacédo da atividade antioxidante utilizando-se 0 método de sequestro de
radicais DPPH, foi construida uma curva de calibracdo utilizando-se como padréo o trolox (T).
A partir do grafico no Apéndice A foi obtida a equacdo y= -0,0045x + 0,675
por regressao linear cujo coeficiente de regresséo foi igual a 0,9983. A equacéo de reta permitiu
o calculo da concentragéo de antioxidantes presentes em cada micropogo da placa de 96 pocos,

expressas em concentragdo equivalente de trolox (uUM). A partir desta concentragdo, calculou-
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se a atividade antioxidante do extrato em equivalente de trolox por grama de extrato (umolET/g
extrato).

4.5.2 Determinacéo do teor de fendlicos e flavonoides totais

Para a analise de fendlicos totais foi construida uma curva de calibracao utilizando-se o
acido galico (AG) como padréo. Foi obtida a equacdo y=0,0057x - 0,0227, através da regressdo
linear Apéndice B, com R2 = 0,9905. Com a equacéo da reta foi calculada a concentracéo de
compostos fendlicos totais em cada micropoco expressa em equivalente de acido galico (pg.
mL1), e ao se considerar a concentracdo do extrato utilizada foi possivel calcular o teor de
fenolicos totais expressos em microgramas de equivalente de AG por miligrama de extrato
(LgEAG/mg extrato).

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada com o auxilio da curva de calibracéo
obtida utilizando-se como padréo a quercetina (Q). Os padrdes de quercetina em diferentes
concentracdes geraram a equacdo da reta y = 0,1696x - 0,0389 com R2 = 0,9951 Apéndice B.
Esta equacdo da reta permitiu o célculo da concentracdo de flavonoides totais em cada
micropogo expressas em equivalente de quercetina (ig. mL™), ao se considerar a concentracio
de cada extrato utilizada, foi possivel calcular o teor de flavonoides totais expressos em
microgramas de equivalente de quercetina por miligrama de extrato (ugEQ/mg extrato).

Abaixo encontram-se tabelados (Tabela 13) os valores de concentracdo correspondentes
ao ensaio antioxidante frente ao DPPH e para os teores de fenolicos e flavonoides totais para
ambos os extratos CHCIls e AcOEt de todos os ensaios realizados no planejamento de

experimentos.

Tabela 13 - Concentragdes de fendlicos totais, flavonoides totais e DPPH para os extratos
cloroférmio e acetato de etila apds os cultivos de Preussia africana em diferentes

meios.
DPPH (umolTE/g extrato) Fendlicos (LgGAE/mg extrato) | Flavonoides (LgQE/mg extrato)
Ensaio | ACOEt |  CHCls ACOEt |  CHCls AcOEt |  CHCl,
1 145,93 201,63 51,24 25,62 0,25 0,10
2 235,11 224,59 172,53 87,50 2,03 0,41
3 257,48 198,96 81,77 19,30 0,54 0,23
4 235,11 205,63 220,95 38,54 3,74 0,07
5 200,89 262,96 52,06 220,01 0,08 0,53
6 153,19 205,63 32,29 20,82 0,27 0,09
7 258,81 267,11 83,64 201,88 0,89 0,72
8 206,22 193,63 177,56 47,85 0,08 0,10
9 189,33 237,93 123,87 48,08 1,15 0,16
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10 244,89 136,30 166,83 140,48 1,86 0,47
11 132,00 124,59 186,56 206,80 0,73 0,79
12 139,85 264,74 174,51 212,41 0,65 1,41
13 237,48 274,52 186,09 78,73 0,44 0,55
14 212,00 258,96 209,72 136,97 0,79 0,29
15 205,93 264,15 212,06 127,26 1,02 0,11
16 261,93 231,26 170,19 172,53 0,66 0,32
17 258,81 267,56 167,79 147,15 0,84 1,09

Fonte: Do Autor (2024).

De acordo com a Tabela 13, observou-se que dentre os ensaios dos extratos AcOEt, 0s
que apresentaram maiores valores para teor de fenolicos totais foram os ensaios 4 e 15 (220,9
e 212,1 pgGAE/mg extrato), enquanto para os flavonoides o maior valor foi o do ensaio 4 (3,7
HgQE/mg extrato). O maior valor encontrado para a atividade antioxidante frente ao DPPH foi
para o ensaio 16 com 261,9 umolTE/g extrato. Os ensaios 4 e 15 também apresentaram valores
significativos de atividade frente ao DPPH, o que corrobora a presenca de fendlicos totais
elevada.

Para os ensaios dos extratos CHCIs, 0 maior valor encontrado para fendlicos foi para o
ensaio 5 (220,0 pgGAE/mg extrato), para flavonoides foi o ensaio 12 (1,4 pgQE/mg extrato),
enquanto para o DPPH foi o ensaio 13 (274,5 umolTE/g extrato). O ensaio 5 também
apresentou valor de DPPH elevado (262,9 umolTE/g extrato) corroborando novamente a
presenca de fendlicos, uma vez que a atividade frente ao DPPH pode estar relacionada a grupos
fendlicos presentes nas moléculas (Moazzen et al., 2022), porém, deve-se considerar que ndo
apenas os compostos fendlicos podem gerar atividade antioxidante (Zhou et al., 2023).

Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentados na Tabela 13, os valores de
atividades relacionadas ao DPPH, presenca de fendlicos totais e flavonoides, foram
apresentados através de graficos de barras para facilitar a comparacdo entre os resultados
obtidos. Comparou-se a quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos acetato de
etila e cloroférmio para cada ensaio do planejamento experimental (Figura 10).
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Figura 10 - Gréfico de barras apresentando as concentracdes de fendlicos totais para todos
0s ensaios referentes aos extratos de acetato de etila (em azul) e cloroférmio (em

laranja) de Preussia africana.
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Fonte: Do Autor (2024).

E possivel observar que os maiores valores de teores de fendlicos totais sdo para 0s

ensaios 4, 14 e 15 dos extratos AcOEt e para os ensaios 5, 7, 11 e 12 dos ensaios CHCI3

Os teores de flavonoides totais para todos os ensaios dos extratos (CHCIlz e AcOEt)
foram inferiores quando comparados aos valores de fendlicos totais. Na Figura 11 podem ser
observadas maiores quantidade de flavonoides totais para extratos AcOEt, dentre eles, os
ensaios 4 e 2 com maiores valores 3,74 e 2,03 LgEQ/mg extrato, respectivamente.
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Figura 11 - Grafico de barras com os teores de flavonoides totais dos extratos ACOEt (em azul)
e CHCI3 (em laranja) de Preussia africana.
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Fonte: Do Autor (2024).

De acordo com o trabalho apresentado por Gupta et al., (2023), alguns estudos tém
mostrado que os fungos endofiticos sdo capazes de produzir uma grande variedade de
compostos com atividades antioxidantes. Alguns destes compostos ja foram isolados e
caracterizados, como, por exemplo, os acidos fendlicos, as xantonas, os flavonoides,
terpenoides e policetideos, tornando a bioprospeccdo de fungos endofiticos uma area
promissora, para a descoberta de novos compostos antioxidantes.

No trabalho realizado por Da Silva et al., (2020), foram isolados cerca de 315 fungos
da planta Passiflora incarnata, dentre eles 60 fungos foram selecionados para analisar seus
constituintes quimicos. Alguns dos fungos foram cultivados em meio agitado e apds o cultivo
seus compostos presentes no meio, foram extraidos utilizando acetato de etila e butanol. Cada
extrato foi avaliado quanto aos teores de fendlicos e flavonoides totais. Os teores de fendlicos
para os extratos ACOEt ficaram entre 103,62 e 208,43 ug EAG/mg extrato, enquanto os teores
de flavonoides totais para os extratos AcOEt apresentaram valores entre 1,05 e 139,84 ug
EQ/mg extrato. Os autores concluiram que os fungos endofiticos avaliados sdo capazes de
produzir flavonoides, porém, em menores quantidades comparando-se aos fenolicos. No estudo
do enddfito Preussia afriacan observou-se o mesmo padrdo, maiores quantidades de fenolicos
comparados aos flavonoides, porém, poucos sdo os trabalhos sobre os compostos antioxidantes
do fungo do género Preussia, 0 que torna este trabalho relevante no sentido de se investigar

mais a presenca desses compostos. No trabalho de Noumeur et al., 2017 por exemplo, o
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Preussia similis, isolada da planta medicinal Globularia alypum, produz uma série de
policetideos biciclicos conhecidos como preussilideos A-F, esses compostos exibem
propriedades de eliminacdo de radicais que ajudam a neutralizar os radicais livres e prevenir
danos oxidativos as células. Embora ndo tenha sido estudado diretamente em Preussia, outros
fungos enddfitos como Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides e Alternaria
brassicae isoladas da arvore Taxus wallichiana, mostraram que o alto teor de fendis totais e
flavonoides correlaciona-se com a forte atividade antioxidante. Sugerindo que 0s mecanismos
semelhantes podem estar presentes no género Preussia (Gauchan et al., 2020).

Os extratos organicos (AcOEt e CHCIs) do endofito Preussia africana também foram
avaliados quanto ao potencial antioxidante, nos quais foram utilizados o sequestro de radicais
de DPPH. Na Figura 12 é possivel comparar os valores obtidos para a avaliacdo do sequestro

de radicais DPPH para todos os ensaios de ambos 0s extratos.

Figura 12 - Grafico de barras comparando os valores de DPPH para extratos ACOEt (em azul)

e CHCIs (em laranja) de Preussia africana.
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Fonte: Do Autor (2024).

Ao analisar o gréafico (Figura 12) observou-se que quase todos os extratos tanto AcOEt
como CHClIs apresentaram valores de DPPH elevados, a maioria com valores superiores a 200
UmMOIET/g extrato, exceto para o ensaio 11 que apresentou os menores valores para DPPH em
ambos os extratos (132,0 umolET/g extrato AcOEt e 124,6 pumolET/g extrato CHCIs).
Também, se observou que o ensaio 11 foi o Unico dentre os 17 ensaios do planejamento, no
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qual nédo foi inserido, como fonte de carbono, a maltose, podendo, sua falta estar relacionada a
diminuicdo na producdo de compostos que apresentam capacidade em sequestrar o radical
DPPH. Porém, ao se analisar o teor de fendlicos totais, 0 ensaio 11 apresenta quantidades de
fenolicos comparaveis aos ensaios com maiores valores de fenolicos totais e que na avaliacdo
contra o DPPH apresentaram capacidade de sequestro de radicais DPPH maiores em relacéo ao
ensaio 11.

A otimizacdo do meio de cultivo de um microrganismo era realizada, antes da década
de 70, usando métodos classicos, que eram caros, demorados, além, de serem necessarios
muitos experimentos para se obter uma condicao adequada para bons rendimentos da substancia
alvo. No entanto, com o aprimoramento do uso da estatistica moderna, a otimizacéo do meio se
tornou mais eficaz e rapida em fornecer resultados. Para projetar um meio de producdo, as
condicdes de fermentacdo mais adequadas (pH, temperatura, velocidade de agitacdo etc.) e 0s
nutrientes apropriados do meio (por exemplo, carbono, nitrogénio etc.) devem ser identificados
e otimizados para se conseguir melhores rendimentos. Neste sentido, a fonte de carbono, um
dos componentes mais importantes do meio, é fundamental como fonte de energia para o
microrganismo, para seu crescimento, e para que ele produza os metabdlitos, tanto primarios
para sua sobrevivéncia, como 0s secundarios, que podem atuar em sua protecao em relacdo ao
ambiente onde vive. Assim, a taxa na qual a fonte de carbono é metabolizada pode interferir na
formacdo de biomassa e/ou na produc¢do de metabolitos primarios ou secundarios. Além da taxa
de assimilacéo da fonte de carbono pelo microrganismo, a natureza da fonte de carbono também
pode influenciar no tipo e na quantidade da substancia biossintetizada (Singh et al., 2017). Um
nutriente rapidamente metabolizado, como a glicose, pode permitir elevadas taxas de
crescimento celular, em contrapartida pode inibir a producéo de muitos metabdlitos secundarios
(Marwick et al., 1999).

De acordo com Marwick et al., (1999), ao se estudar a producdo de antibidticos por
bactérias marinhas, foi observado que fontes de carbono de assimilagdo lenta, como a galactose,
faziam aumentar a producdo de antibioticos. O mesmo ocorria na producédo de penicilina, na
qual a glicose apresentava um efeito de inibicdo na produgdo do antibidtico. A partir de mais
estudos, descobriu-se que a lactose se apresentava como uma fonte alternativa de carbono, de
assimilacdo lenta, o que ajudava na producdo do antibiotico, portanto, para o processo de
producéo de penicilina foi estabelecido o uso da lactose durante a fermentagéo.

4.5.3 Determinacao do teor de fendlicos totais, flavonoides totais e DPPH para os pontos de
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validacao.

Os ensaios utilizados para validacdo de massas para CHCIz (PO e ensaio 12) e para
atividade antimicrobiana (ensaios 7 e 10) também foram avaliados quanto aos teores de
fenolicos e flavonoides totais e quanto a capacidade de sequestrar os radicais DPPH. Foram
avaliados ambos os extratos CHCIlz e AcOEt em triplicata. Os valores obtidos se encontram no
Apéndice C. A Figura 13 A e B apresentam os graficos em barras juntamente com os desvios
calculados para as triplicatas dos pontos utilizados para validacdo para ambos 0s extratos

organicos.

Figura 13: A) Gréfico de barras apresentando as concentra¢des de fenolicos totais, flavonoides
totais e DPPH para os ensaios de validacdo referentes aos extratos de AcOEt
obtidos de Preussia africana. B: Gréafico de barras apresentando as concentragdes
de fendlicos totais, flavonoides totais e DPPH para os ensaios de validacdo

referentes aos extratos de CHCI; obtidos de Preussia africana.

A) Flavonoides, fendlicos e DPPH - Ensaios de
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B) Flavonoides, fendlicos e DPPH - Ensaios de
validagao CHCI,
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Fonte: Do Autor (2024).

Quanto aos ensaios de validacdo, a quantidade de flavonoides totais apesar de ter
aumentado para alguns ensaios da validacdo em relacdo aos valores obtidos no planejamento
de experimentos, continuaram inferiores quando comparadas aos fendlicos totais, como é
possivel observar nos gréficos da Figura 13 A e B.

Segundo os autores Muthukrishnan et al., 2022, e Tian et al., 2017 os fungos endofiticos
isolados de Opisthopappus taihangensis, estudados por eles, apresentaram capacidade em
produzir diferentes flavonoides, indicando que as condigdes de cultivo podem influenciar
significativamente o perfil e a quantidade de flavonoides produzidos. Os autores concluiram
que os fungos endofiticos provenientes de O. taihangensis apresentaram um grande potencial
biotecnologico para a producdo desses compostos de alto valor agregado (Muthukrishnan et al.,
2022; Tian et al., 2017).

Com a analise dos graficos é possivel notar que os ensaios referentes ao ponto 6timo
(PO) em relacdo aos teores de fendlicos totais indicaram valores muito proximos aos obtidos
no planejamento de experimentos (Validacdo: 159,2 e 153,3 pgGAE/mg extrato, para AcOEt e
CHC I3, respectivamente). Isso foi observado para os valores médios encontrados para o
sequestro de radicais DPPH (Validacao: 266,9 e 258,6 UgET/g extrato, para ACOEt e CHCl3,
respectivamente). Para o ensaio 12, para o extrato CHCIs os valores encontrados para o DPPH
tambeém ficaram préximos ao esperado (Validagdo: 170,6 HgET/g extrato) enquanto para o
extrato AcOEt os 3 valores encontrados foram totalmente diferentes para a triplicata e inferiores
ao mesmo ensaio do planejamento. As quantidades de fenolicos do mesmo extrato também
foram inferiores aos primeiros experimentos, se destacando o extrato ACOEt. Para 0s ensaios 7

e 10 escolhidos para validacdo devido sua atividade antimicrobiana, os valores encontrados
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para DPPH (ensaio 7) foram proximos aos primeiros experimentos realizados no planejamento
experimental. Enquanto, para o ensaio 10 os valores obtidos nos ensaios de validagdo foram
discrepantes dos obtidos no planejamento, sendo dificil para comparacéo.

O potencial antioxidante de um extrato ndo pode ser previsto com apenas um Unico
ensaio antioxidante. Varios métodos sdo necessarios para avaliar as atividades antioxidantes e,
neste trabalho, apenas foi avaliada a capacidade de sequestro de radicais DPPH, frente aos
extratos obtidos por diferentes fermentacGes do endéfito Preussia. Embora o ensaio de DPPH
seja 0 mais utilizado, variaveis como a presenca de luz, a razéo radical DPPH/antioxidante, a
presenca de oxigénio, o pH e o tipo de solvente podem afetar a preciséo dos resultados (Yeo et
al., 2019). Interessante destacar que nem sempre a molécula com maior nimero de grupos
hidroxila ligados ao anel aromatico, ira apresentar maior capacidade de sequestro de radicais
DPPH. Algumas substancias como o acido carnésico, que possui dois grupos hidroxila
fendlicos apresentou uma capacidade antioxidante maior do que o acido rosmariniano com
quatro grupos hidroxila fenélicos (Erkan et al., 2008).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes pode ser diferente entre os compostos. Ao
avaliar a relacdo estrutura-atividade dos antioxidantes fendlicos, sugere-se que a substituicdo
na posicdo para com um grupo etil ou n-butil no lugar de um grupo metil no anel fendlico,
proporciona uma melhoria na atividade antioxidante (Gordon, 1990). A presenca de Varios
grupos hidroxila também pode contribuir para o aumento desta atividade, da mesma forma, que
a presenca de um segundo grupo hidroxila na posicdo orto ou para (derivado de 1,2-
dihidroxibenzeno) como no caso das moléculas catecol e hidroquinona, que fazem com que
ocorra melhor eficiéncia de sequestro de radicais (Heijnen et al., 2001). J& em derivados de
dihidroxibenzeno, a atividade antioxidante aparece devido ao radical semiquinoide,
inicialmente produzido, podendo originar uma quinona. Além disso, a presenca de um grupo
carbonila no anel C e a ligacdo dupla em um flavonoide pode melhorar a estabilidade de seu
radical, aumentando sua atividade (Heim et al., 2002). Outro fator que pode atuar na atividade
antioxidante é a propria concentracdo do antioxidante, a qual pode ser afetada de maneira
inversa, isto €, em maiores concentracdes, os antioxidantes fenolicos geralmente perdem sua
atividade e agem como pro-oxidantes, facilitando as reacdes de iniciacdo de radicais (Moazzen
et al., 2020).
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4.6 Avaliacdo quimica dos extratos através da cromatografia em camada delgada

Todos os extratos ACOEt e CHCI3 foram analisados por CCD, vérios eluentes foram
testados, e o que melhor separou alguns constituintes dos extratos foi a mistura CHCIl3:MeOH
(9:1, viv).

Os extratos CHClIg, Figuras 14 e 15 mostraram que os ensaios 5, 7, 11-17 apresentaram
manchas mais intensas comparando-se aos demais extratos sob a presenca da luz UV em 254 e
365 nm, indicando a presenca de substancias com grupos cromdforos e fluorescentes,
respectivamente. Compostos com maior valor de Rf emitiram luz amarela enquanto compostos
com menores valores de Rf emitiram luz em tonalidades azuladas. Também foi possivel
observar manchas marrons/acinzentadas reveladas com FeCls, indicando a presenca de grupos
fenolicos (ensaios 12-17). A identificacdo da presenca de compostos fendlicos, evidenciada
pela reagdo com FeCls, corrobora os resultados quantitativos. Com os reveladores acido
fosfomolibdico e anisaldeido, foi possivel observar manchas azuladas (ensaios 5, 9, 11-17) e
manchas alaranjadas (ensaios 5,11, 13, 15), respectivamente. As CCDs referentes aos

reveladores FeCls, acido fosfomolibdico e anisaldeido encontram-se no Apéndice D.

Figura 14 — Extratos em cloroférmio (ensaios 1-17) revelados sob a luz UV 254 nm (Eluente:
CHCI3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).
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Figura 15 - Extratos em cloroférmio (ensaios 1-17) revelados sob a luz em 365 nm (Eluente:
CHCI3:MeOH (9:1, v:v)).

Fonte: Do Autor (2024).

Ja para os extratos AcOEt, figuras 16 e 17 os ensaios 3, 5, 7, 9, 11-17 apresentaram as
manchas mais intensas sob a luz UV em 254 e 365 nm. Foi possivel observar manchas
acinzentadas nos mesmos ensaios reveladas com FeCls, que corrobora os resultados
guantitativos e sugere que esses extratos possuem um alto potencial antioxidante devido a
presenca de fenodlicos. As revelagdes com acido fosfomolibdico, que indicam a presenca de
substancias redutoras, e com anisaldeido que pode indicar a presenca de agucares, terpenos e
esterdides apresentaram maior intensidade no ponto de origem. O eluente utilizado ndo foi
capaz de eluir esses compostos mais polares que revelaram com estes reveladores quimicos

Apéndice E.

Figura 16 - Extratos em acetato de etila (ensaios 1-17) revelados sob a luz UV 254 nm (Eluente:
CHCIl3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).
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Figura 17 - Extratos em acetato de etila (ensaios 1-17) revelados sob a luz UV 365 nm (Eluente:
CHCl3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).

4.7 Avaliacéo de toxicidade in vivo no modelo sistémico Gallerria mellonella

Com o intuito de avaliar a toxicidade utilizou 0 modelo sisttmico Galleria mellonella,
foram selecionados os ensaios 7 e 10 em CHClze 4, 7, 12 e 13 em AcOEt que apresentaram
melhores respostas nas atividades antimicrobianas.

Avaliou-se a toxicidade dos extratos em larvas de Galleria mellonella na concentragao
de 800 pg/mL, sendo a maior concentragéo testada nas atividades antimicrobianas, pelo periodo
de 24, 48 e 72 horas (Figura 18). Apds 72 horas os ensaios (7, 12 e 13) em acetato de etila
nenhuma larva morreu, sendo que o ensaio 7, do extrato AcOEt, demonstrou atividade
antifingica promissora contra C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, com CIM entre 200-400
pg/mL para as duas primeiras espécies e entre 50-100 pg/mL para a tltima. No entanto, a CMM
para C. albicans e C. tropicalis foi significativamente mais alta (400-800 pug/mL), indicando
um efeito predominantemente fungistatico. O ensaio 13, também em acetato de etila, apresentou
perfil semelhante para C. tropicalis (CIM e CMM entre 400-800 pg/mL). Os ensaios 4 (acetato
de etila) e 10 (cloroférmio) demonstraram baixa toxicidade. A amostra 7 (cloroférmio)
apresentou um perfil de toxicidade maior. Esses resultados evidenciam a complexidade da
composicdo quimica dos extratos e a necessidade de estudos mais aprofundados para isolar e
identificar os compostos responsaveis pelas diferentes atividades biolégicas observadas. O
controle de alcool 40% apresentou certa toxicidade contra as larvas, de 5 larvas 4 sobreviveram
apos 72 horas. De acordo com os resultados de Allegra et al., (2018), os autores mostraram que
de 10 larvas, 20% delas expostas ao etanol 40%, nao sobreviveram.
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Figura 18 - Teste de toxicidade em Galleria mellonela utilizando extratos de Preussia africana
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Fonte: Do Autor (2024).

Adicionalmente o extrato com maior atividade antifungica ndo apresentou toxicidade
em larvas G. mellonella. Este modelo mostrou-se uma ferramenta valiosa para avaliar a
toxicidade de extratos naturais e fArmacos, devido as larvas possuirem um sistema imune inato
complexo, incluindo mecanismos celulares (hemdcitos) e humorais (moléculas
antimicrobianas, melanizacdo), facilidade de manejo, baixo custo comparado a modelos de
mamiferos, o uso de G. mellonella, representa uma reducao significativa nos custos com
animais, alojamento e insumos, rapida obtencdo de resultados e é considerado uma alternativa
mais ética em relacdo ao uso de vertebrados. A capacidade de incubar as larvas em temperaturas
semelhantes a fisiologia humana torna este modelo relevante para estudos de produtos
quimicos, contribuindo para minimizar a exposi¢cdo humana a substancias nocivas. (Gimarino
et al., 2024).

A curva de sobrevivéncia € o principal indicador utilizado em estudos com larvas de G.
mellonella para avaliar a taxa de toxicidade de substancias quimicas. Ao analisar a curva, pode-
se determinar quantas larvas sobrevivem ao tempo da andlise, apds a exposicdo a uma
determinada substancia (Tsai et al., 2016; Serrano et al., 2023). Os testes realizados neste estudo
indicam auséncia ou baixa toxicidade dos extratos, mesmo na maior concentragao (800 ug.

mL1), sugerindo um potencial promissor para aplicacGes farmacoldgicas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o
endofito do género Preussia apresenta um grande potencial biotecnologico para o
desenvolvimento de novos farmacos antifungicos e refor¢a a importancia da exploracdo da
biodiversidade microbiana.

O DCCR foi eficaz para otimizar a producdo de extratos em cloroférmio do Preussia
africana, a validacao dos ensaios permitiu confirmar alguns resultados do planejamento inicial,
mas também revelou variagdes cruciais que precisam ser levadas em consideracéo, salientando
que esses métodos estdo sujeitos a variacOes e que diversos fatores externos podem afetar os
resultados.

A atividade antifungica evidenciada pelos extratos, principalmente contra espécies de
Candida, é propicia e abre perspectivas para o desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento de infecgdes fungicas. A baixa toxicidade dos extratos analisadas na Galleria
mellonella ressalta a capacidade da aplicacdo desses extratos na area da salde, apds a
identificacdo dos compostos presentes.

A correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de fendlicos dos extratos sugere que
os compostos fendlicos desempenham um papel crucial na atividade antioxidante observada.
Essa informacéo é pertinente para direcionar futuros estudos de isolamento e purificacdo dos
compostos bioativos responsaveis pelos efeitos observados.

No entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais para elucidar o mecanismo de a¢éo dos
compostos bioativos, identificar os compostos especificos responsaveis pelas atividades
observadas e otimizar os processos de producdo em larga escala. Além disso, 0s investimentos
em estudos de farmacocinética e farmacodindmica sdo essenciais para avaliar o potencial
terapéutico desses compostos.

Em suma, este estudo demonstra o potencial do fungo endéfito Preussia africana como
uma fonte promissora de novos compostos bioativos com aplicacBes na area da saude,

especialmente no desenvolvimento de novos antiflngicos.
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APENDICE A - CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DO DPPH

Figura 19 - Curva de calibracdo com trolox para determinacéo do sequestro de radicais DPPH.
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APENDICE B — CURVAS DE CALIBRACAO DO TEOR DE FENOLICOS E

FLAVONOIDES TOTAIS

Figura 20 - Curva de calibracdo utilizando acido galico para determinacgdo de fendlicos totais.
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Figura 21 - Curva de calibragdo utilizando quercetina como padréo para determinacdo de
flavonoides totais.
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Fonte: Do Autor (2024).

APENDICE C - DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS, FLAVONOIDES E
DPPH PARA OS PONTOS DE VALIDACAO

Tabela 14 - Teor de fenolicos, flavonoides e DPPH para os pontos de validacao

Flavonoides (UgQE/mg extrato) Fendlicos (LgGAE/mg extrato) DPPH (ugET/g extrato)

Extratos AcOEt Desvio Padréo AcOEt Desvio Padréo AcOEt Desvio Padréo

PO 2,24 0,09 159,15 10,14 266,86 10,34

7 3,39 0,58 175,22 20,50 260,30 20,07

10 6,32 4,09 103,77 70,83 176,49 12,04

12 3,95 2,45 59,69 29,51 170,62 39,18
Extratos CHCIs Desvio Padréo CHCIs Desvio Padréo CHCIs Desvio Padrédo

PO 5,55 0,41 15335 15,77 258,57 33,28

7 5,67 1,18 126,68 14,24 260,30 30,67

10 3,00 1,13 132,07 81,44 176,49 0,37

12 2,65 0,58 102,17 27,97 170,62 8,37

Fonte: Do Autor (2024).
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APENDICE D - AVALIAGCAO DO PERFIL QUIMICO POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD) DOS EXTRATOS DE CLOROFORMIO

Figura 22 - Extratos em cloroférmio (ensaios 1-17) revelados com cloreto férrico (Eluente:
CHCIl3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).

Figura 23 - Extratos em cloroférmio (ensaios 1-17) revelados com acido fosfomolibdico
(Eluente: CHCI3:MeOH (9:1, v:v)).

Fonte: Do Autor (2024)

Figura 24 - Extratos em cloroférmio (ensaios 1-17) revelados com anisaldeido (Eluente:
CHCI3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).
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APENDICE E - AVALIAGCAO DO PERFIL QUIMICO POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD) DOS EXTRATOS ACETATO DE ETILA

Figura 25 - Extratos em acetato de etila (ensaios 1-17) revelados com cloreto férrico (Eluente:
CHCI3:MeOH (9:1, v:v)).

Fonte: Do Autor (2024).

Figura 26 - Extratos em acetato de etila (ensaios 1-17) revelados com &cido fosfomoblidico
(Eluente: CHCI3:MeOH (9:1, v:v)).

Fonte: Do Autor (2024).
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Figura 27 - Extratos em acetato de etila (ensaios 1-17) revelados com anisaldeido (Eluente:
CHCIl3:MeOH (9:1, viv)).

Fonte: Do Autor (2024).
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