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RESUMO

Pesquisas direcionadas ao descobrimento de novos agentes antimicrobianos
provenientes de produtos naturais apresentam grande relevancia. A crescente
frequéncia de infeccdes resistentes a antibidticos demonstra claramente que novas
drogas sao imprescindiveis para a medicina atual. Dentre 0os compostos com
potencial terapéutico oriundos da natureza, os metabdlitos secundarios sintetizados
por fungos endofiticos, tém atraido a atencdo de pesquisadores em todo mundo.
Estudos demonstraram a capacidade dos fungos endofiticos em produzir um grande
numero de compostos com diferentes atividades bioldgicas. Neste estudo, foram
avaliados os extratos acetato de etila (EtOAc) obtidos apds cultivo submerso do
fungo endofitico Lasiodilodia sp., 0os quais apresentaram atividade antimicrobiana
significativa. Para determinar as melhores condi¢cdes de cultivo, o fungo foi cultivado
inicialmente em meio Czapek, em modo estatico e agitado, e amostras do caldo de
cultivo foram retiradas em diferentes periodos para avaliar a producdo de extrato
EtOAc e seu potencial antimicrobiano frente a linhagens ATCC de Staphylococcus
aureus, Candida albicans e Escherichia coli, através de ensaios de Concentracao
Inibitoria Minima (CIM) e Concentrag&o Microbicida Minima (CMM). O cultivo por 12
dias, em modo estatico, foi selecionado por produzir maior massa de extrato EtOAc,
rico em metabdlitos secundarios (154mg/300mL). A Metodologia da Superficie de
Resposta (MSR) foi utilizada para maximizar a producdo desse extrato, sendo
realizado um Delineamento de Composto Central Rotacional 23, com seis pontos
axiais e trés repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios, no qual as variaveis
independentes foram glicose, sacarose, NaNOs, e a varidvel dependente foi a massa
de extrato EtOAc, obtida ap0s o cultivo. De acordo com o planejamento experimental
realizado, as melhores condi¢cdes de cultivo foram 15 g.L! de glicose, 24 g.L*
sacarose e 0,85 g.L! de NaNOs. Foi possivel aumentar a produ¢cdo em massa de
extrato EtOAc em 84%. A atividade antimicrobiana dos extratos mantiveram-se
satisfatorias frente a S. aureus e C. albicans, sendo possivel inferir que nas
condicdes do estudo, Lasiodiplodia sp. produziu substéncias com caracteristicas

antimicrobianas de relevancia biotecnologica.

Palavras-chave: Fungo endofitico; otimizacdo de processo; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Studies on discovering new antimicrobial agents from natural resources have great
relevance. The increase in the frequency of resistant pathogens to commercial
antibiotics clearly demonstrates that new drugs are necessary for current medicine.
Among the compounds with therapeutic potential from nature, secondary metabolites
produced by endophytic fungi have attracted a lot of attention. Literature has
demonstrated that endophytic fungi have the ability to produce a plethora of
compounds with various biological activities. In this study, ethyl acetate extracts
(EtOAc) obtained after Lasiodiplodia endophyte cultivation, showed relevant
antimicrobial activity. To determine the best fermentation conditions, Lasiodiplodia
was cultivated in Czapek medium, in static and stirred mode, and broth samples were
taken at different times of cultivation to evaluate the production of antimicrobial
compounds from EtOAc extracts, which were evaluated against ATCC
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Escherichia coli strains, through the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Microbicide Concentration
(MMC). The fermentation after 12 days in static mode was selected for producing
larger EtOAc mass extract (154mg/300mL). The Response Surface Methodology
(RSM) was used to maximize the production of this extract, a Central Composite
Rotational Design 2 was performed, with six-star points and three repetitions at the
central point, totaling 17 essays, whose the independent variables were glucose,
sucrose, NaNOs, and the dependent variable was EtOAc dry mass production.
Regarding the experimental design, the optimum fermentation conditions were 15
g.L ! of glucose, 24 g.L! of sucrose and 0.85 g.L™ of NaNOs3, yielding an improvement
of 84% in EtOAc dry mass extract. The antimicrobial activity of the extracts remained
satisfactory against S. aureus and C. albicans, and it is possible to suggest that
under the conditions studied herein, Lasiodiplodia sp. is able to produce substances

with antimicrobial properties which is biotechnologically relevant.

Keywords: Endophytic fungus; process optimization; antimicrobial activity.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

LISTA DE FIGURAS

Fotografia do ipé roxo — Handroanthus impetiginosus.....................
Formula estrutural do TaXol.........ccooeeeeiiieeie e e
Estruturas de 1asiodiplodings............cuiiiiiiiiiiiii e
Cultivo de Lasiodiplodia sp. €m PDA.........cccoiiiiiiiieiiie e
Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em estufa DBO........
Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek
em estufa DBO e producgdo de extrato acetato etilico.....................
Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em shaker................
Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek
em shaker producéo de extrato acetato etilico............ccccceveeeieeeennnn.
Histograma para extrato acetato etilico SeCO............ccceevvrvvvviiiennnnns
Diagrama de ParetO.........cooouiiiiiiiiii ittt
Resultados experimentais e preditos para a producdo de massa
SECA UO EXEFALO. ...ueuiit i ee e ettt e e e e e aaae e e
Superficies de resposta e curva de contorno para massa seca de
o)L= L (o F TP PRSRTRROUPPPPIS
Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado em meio
otimizado em eStufa DBO.........c.uuiiiiiiiiiiiee e
Comparacdo da producdo de extrato acetato etilico em meio

Czapek € meio OtiMIZAadO. .........ccuuviriiiiiiiiiiie e

a7
48

48

55

56

57

58

60



Tabela 1l -

Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

LISTA DE TABELAS

Compostos isolados de fungos endofiticos e suas atividades
DIOIOQICAS. ... e
Etapas para otimizacao de ProCeSSO0.......uuuviiiiriiiiiriiieeeeeiieeeeaeeeninnns
Valores e reais codificados, e niveis dos fatores estudados no
PlANEJAMENTO. .....eveiiieiie ittt e e e
Massas seca dos micélios fungicos e massas seca dos extratos
acetato etilicos de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek
€M eSTUFA DBO ...
Massas seca dos micélios fungicos e massas seca dos extratos

acetato etilico de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em

Atividade antimicrobiana dos extratos acetato etilico de
Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em estufa DBO..........
Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etilico de
Lasiodiplodia sp. ultivado em meio Czapek em estufa em shaker...
Resultados do planejamento fatorial completo 23, com 6 pontos
axiais e 3 repeticfes no ponto central...........ccoeevvieieiriiiiiiiieeeeiiiennn
Coeficientes de regresséao obtidos para o DCCR, usando um nivel
de SignIfiCAnCia de 5 Y0....ccevviiiiiiiiiiii e
ANOVA para o DCCR, utilizando somente os coeficientes de
regressao estatisticamente significativos a 5 % de significancia.....
Atividade antimicrobiana dos extratos acetato etilico de
6= 15 (0o [ ] (o To L= ] o AU
Condicbes de processo onde ocorre maior resposta para a
ProdUGE0 € EXIIAL0. ... uuueeiiieiiieiiieieeeee et e e e e e
Massas dos extratos obtidos e atividades antimicrobianas para os
ensaios 4, 12 € ponto OtiIMO.............covuviviiiiiiiiie e
Massas seca do micélio fungico e massas seca dos extratos
acetato-etilico de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio otimizado....
Atividade antimicrobiana dos extratos acetato etilico de

Lasiodiplodia sp. cultivado em meio otimizado...........c.cccceeeevvvnnnnnnn.

26
36

41

45

48

50

51

o4

55

57

60

61

62

63



ACE
ALd
ANOVA
ATCC
CDB
CES
CIM
CLSI
CMM
CS
DBO
DCCR
DNA
DOE
ELd
EM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Extrato seco de acetato de etila

Extrato bruto de acetato de etila obtido em cultivo de modo agitado
Andlise de Variancia

do inglés, American Type Culture Collection

do inglés, Czapek-Dox Broth

Cultivo em Estado Sélido

Concentragdo Inibitéria Minima

do inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentragcdo Microbicida Minima

Cultivo Submerso

Demanda Bioquimica de Oxigénio

Delineamento de Composto Central Rotacional

do inglés, Desoxyribonucleic Acid

do inglés, Design of Experiments

Extrato bruto de acetato de etila obtido em cultivo de modo estatico

Espectrometria de massas

FeS04.7H20 Sulfato de ferro Il hepta-hidratado

g
ICA

ITS
K2HPO4
KCI
MEB
mg

MG

Grama

do inglés, indole-3-carboxylic acid

do inglés, Internal Transcribed Spacers
Fosfato dipotassico

Cloreto de potassio

do inglés, Malt Extract Broth

Miligrama

Minas Gerais

MgSO0a4.7H20Sulfato de magnésio hepta-hidratado

MH
mL
NaCl
nm
NaNOs3
OMS

Mueller Hinton
Mililitro

Cloreto de sodio
Nanémetro
Nitrato de sédio

Organizacdo Mundial da Saude



ONU
PB
PDA
PDB
pH
POLd
PYG
RMN
rem
RPMI
RSM
TEF-1a
UFC
UNIFAL
v/v
YpSs
ML

Mg

Organizacao das Nac¢Oes Unidas
Plackett-Burman

do inglés, Potato Dextrose Agar

do inglés, Potato Dextrose Broth

Potencial Hidrogenidnico

Extrato bruto de acetato de etila obtido em meio otimizado
do inglés, Peptone Yeast Glucose Broth
Ressonancia Magnética Nuclear

Rotag¢des por minuto

do inglés, Roswell Park Memorial Institute
do inglés, Response Surface Methodology
do inglés, Translation Elongation Factor 1a
Unidade Formadora de Colbnias
Universidade Federal de Alfenas
Volume/volume

do inglés, Yeast Phosphate Soluble Starch
Microlitro

Micrograma



11
111
11.2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

3.1
3.2
3.21
3.2.2
3.3
3.3.1

3.3.2
3.3.3

3.4

4.1
4.2

421
4.2.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO. ..ot et e, 14
OBUIETIVOS. ... e et e e e e e 15
ODJELIVO GEIal...cciieieii e e e e e 15
Objetivos ESPECIfICOS......cciiiiiiiee e, 15
REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO.......cccoeiiiiiieiiieieeisiee e 17
PLANTAS MEDICINAIS. ... e e e e e e 17
IPE ROXO — Handroanthus impetiginosus............c..ccooveevveveeeeneeenen. 19
FUNGOS ENDOFITICOS. ....coiiiiiinirieeie e 22
O GENERO Lasiotiplodia..........c.ccveeeveeieeieeeeeieeeeeeseeeseriee e e 27
CULTIVO SUBMERSO.....cciiiiiiiiiiiieiees et iee e e aaeieee e 32
OTIMIZACAO DE PROCESSOS.......c.cocuieeeeeceee e, 35
METODOLOGIA . ... e e e ee e e 38
REPIQUE DO FUNGO... ...ttt et e 38
CULTIVO DO FUNGO ...ttt e e et e s 38
ODbtencao dabiomasSSa SECA........uuuvuiiiiiiiiiiiiee e e 38
Obtencédo dos extratos OrganiCoOS SECOS.....ciuuvvvvevmreeniiiiiieeneaeeennn. 39
TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA........ocvvieeeeeee e, 39
Microrganismos utilizados e preparo dos indculos para

ensaios antimiCrobianOS... ... evoiiie i e 39
Preparo das amoOStraS. .....ccuu it e e eeee e 40

Avaliacdo da concentragcdo inibitéria minima (CIM) e

concentracdo microbicida minima (CMM) ........ccccccvivviiviiieeieeneenn. 40
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL. ....coititiiiie e e 41
RESULTADOS E DISCUSSAO........cceieieece et 43
REPIQUE DO FUNGO Lasiodiplodia SP......ccoeevveiemiiieeeeiiiiiiieeeee e, 43
CULTIVO EM MODO ESTATICO E EM MODO AGITADO DE

LaSiodiplodia SP...c.coeieii e 43
Cultivo em mod0o ESTALICO.......cooiiii e e 44
Cultivo em modo agitad.........coeeveieiiiiiiiiiii e 47
ATIVIDADE ANTIMICROBIANADOS EXTRATOS......c. v 49
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL. ..o 53



4.4.1 Cultivo em meio OtiMiZado .........eeeeiiiiiiiiiiee e 62
5 (070N (01 I U 110 =13 67
6 PERSPECTIVAS FUTURAS. ... ..ottt ettt ea e 67

REFERENCIAS.......ootiiieceecte ettt an e 68



14

1 INTRODUCAO

Abordagens inovadoras sdo necessarias para o desenvolvimento de novos
medicamentos, em razdo do frequente crescimento da resisténcia antimicrobiana
adquirida por patégenos, do surgimento de novas doencas e da reducdo da
eficiéncia de muitos medicamentos disponiveis para tratamento (PATIL; PATIL;
MAHESHWARI, 2016; ROSSITER; FLETCHER; WUEST, 2017; XIE et al., 2015). Os
produtos naturais, frequentemente definidos como compostos derivados de fontes
naturais que possuem atividades bioldgicas, sdo valiosos recursos na sintese de
substancias com atividades biolégicas, e apresentam uma importante vertente no
desenvolvimento de novos medicamentos (RAHMAN; SARKER, 2020).

Dentre 0os compostos com potencial terapéutico oriundos da natureza, 0s
metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos, microrganismos que
colonizam tecidos saudaveis de plantas, tém atraido muita atencdo (DESHMUKH et
al., 2018; GOLINSKA et al., 2015). Lasiodiplodia € um género de fungos
pertencentes a familia Botryosphaeriaceae, que exibem diversos estilos de vida,
inclusive o endofitico (DE SILVA et al., 2019). As espécies de Lasiodiplodia s&o
relacionadas com a producédo de compostos bioativos com diversas caracteristicas,
antibacterianas (DZOYEM et al., 2017; FELIX et al., 2018; MORON; LIM, 2018),
antioxidantes (KUMAR et al, 2019; QIAN et al, 2014), anticancerigenas
(DHAYANITHY; SUBBAN; CHELLIAH, 2019; PANDI et al., 2011; SAH; SUBBAN;
CHELLIAH, 2017) entre outras. Os enddfitos sdo capazes de sintetizar moléculas
idénticas ao de sua planta hospedeira e por isso ha grande tendéncia ao isolamento
e uso de fungos endofiticos de plantas medicinais para obtencdo de compostos
bioativos (RANA et al., 2020; SINGH; DUBEY, 2015; UZMA et al., 2018).

A biossintese de substancias com potencial bioativo, pelo fungo endofitico,
pode ocorrer por meio de processos de cultivo em estado solido (CES) ou submerso
(CS) (TABARAIE et al.,, 2020). Muitas vezes, os processos de obtencdo de
metabdlitos secundarios resultam em baixos rendimentos podendo ndo garantir o
emprego racional da tecnologia em escala industrial. Neste sentido, técnicas de
planejamento experimentais sdo empregadas para a otimizacdo desses processos
(SILVA et al., 2019; YUN et al., 2018).

O planejamento experimental traduzido do termo Design of Experiments

(DOE), compreende um grande nimero de métodos usados para o estudo eficiente
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e sistematico de sistemas e processos. Na execucdo do DOE, h& a variacdo dos
fatores controlaveis de uma forma sistematica de modo que o impacto dos fatores,
bem como o impacto de suas interagdes, na resposta possa ser distinguido, em
algum grau, com a ajuda de métodos de analise de dados multivariados (AGBOGBO
et al., 2020; VON STOSCH; WILLIS, 2017).

As principais vantagens desses delineamentos envolvem a analise simultanea
de multiplas variaveis, permitindo alcancar uma melhor combina¢éo das variaveis no
intuito de se otimizar o produto final ou o processo, através de maior precisao
estatistica possivel na resposta, reduzindo o niumero de tentativas ou repeticdes e,
consequentemente, diminuindo a méo de obra, o tempo e o custo final (BACO et al.,
2019; NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019; RODRIGUES; IEMMA, 2014;
UHORANINGOGA et al., 2018).

Neste contexto, a presente pesquisa permitiu desenvolver o estudo para
aumentar a producao de extratos obtidos no cultivo do fungo endofitico Lasiodiplodia
sp., isolado a partir de folhas da espécie vegetal Handroanthus impetiginosus, uma
planta medicinal comumente conhecida como “ipé roxo” com reconhecidas
propriedades curativas (MALANGE et al., 2019).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Otimizar as condicdes do meio de cultivo para o enddfito Lasiodiplodia sp.,

visando maximizar a producdo de extrato organico acetato de etila, com atividade
antimicrobiana.
1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar uma curva de crescimento para Lasiodiplodia sp., cultivado de

forma estética e agitada;

b) Determinar o tempo de cultivo submerso para obtencédo de maiores massas

de extratos acetato de etila secos e melhores atividades antimicrobianas;



d)

f)

¢)
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Determinar o melhor modo de cultivo submerso, estatico ou agitado, para
melhorar o rendimento dos extratos secos e melhores atividades
antimicrobianas;

Otimizar o meio de cultivo alterando as fontes de carbono e nitrogénio;
Validar o processo nas condi¢des otimizadas;

Realizar uma curva de crescimento para Lasiodiplodia sp. com as
condi¢des otimizadas;

Determinar o tempo de cultivo submerso para maior obtencédo de extrato

seco e melhor atividade bioldgica, nas condi¢des otimizadas.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Produtos naturais sao substancias provenientes do metabolismo secundario
de plantas, animais, microrganismos, organismos marinhos ou insetos (PHAM et al.,
2019). Esses produtos séo utilizados ha milhares de anos pelos humanos, devido as
suas propriedades medicinais. Além disso, eles sdo quimicamente diversos com
varias atividades biologicas e sdo as fontes mais valiosas de descoberta e
desenvolvimento de farmacos (ABDEL-RAZEK et al., 2020). As plantas se destacam
como a principal fonte de metabdlitos utilizados na medicina tradicional (MORESKI;
BUENO; DE SOUZA LEITE-MELLO, 2018; STROBEL; DAISY, 2003), pois sintetizam
grande quantidade de compostos bioativos, como fendlicos e polifendis, alcaloides,
terpenoides e 6leos essenciais, lectinas, entre outros (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-
MASSIH, 2019), que séo aplicados em tratamentos de diversas enfermidades, em
consequéncia de suas propriedades, baixo custo e muitas vezes por apresentarem
menores efeitos indesejaveis a partir de sua administracdo (CARY; PETERLIN,
2018; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; VIEGAS; DA SILVA BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

As plantas tém sido utilizadas como medicamentos ha mais de 5000
anos. Segundo a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial ainda depende
principalmente de medicamentos a base de plantas (URITU et al., 2018). O conjunto
de efeitos terapéuticos associados as plantas medicinais engloba propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatérias, antitumorais, antimalaricas, analgésicas, entre
outras (ANAND et al., 2019; AYE et al., 2019; ONAH, 2020a). Vérias plantas sao
descritas na literatura de acordo com suas propriedades medicinais, podem-se citar
exemplos como:

e A babosa, Aloe vera, pertencente a familia Asphodelaceae € uma espécie de
planta suculenta do género Aloe, que apresenta efeitos anti-inflamatorios e
regenerativos, ela tem sido usada para fins terapéuticos por varias culturas
devido aos seus efeitos cicatrizantes (KHOLIYA; GANGWAL; SHARMA, 2020;
LORDANI et al., 2018; SINGH et al., 2020);

e Os frutos de Aegle marmelos, pertencente a familia Rutaceae, sdo usados

principalmente no tratamento de disenteria, Ulcera, e como laxante (BALIGA
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et al, 2011; DEBBARMA et al., 2017; RAKULINI; KALAICHELVI, 2019).
Também apresentam atividades antioxidante, antibacteriana, antifungica,
antiviral, antiproliferativa, antimalarica, analgésica, dentre outras (BHAR;
MONDAL; SURESH, 2019; DEBBARMA et al., 2017);

e O gengibre, Zingiber officinale, pertence a familia das Zingiberacea é
considerado um tempero importante, com inimeros beneficios a saude. Seus
rizomas tém sido usados no tratamento de problemas estomacais, nauseas,
vOmitos, diabetes, dores musculares, febre, caibras, dor de dente, asma e
doencas infecciosas (HANIADKA et al., 2013; ROGER et al., 2020; SHAHIDI;
HOSSAIN, 2018);

e O orégano, Origanum vulgare, pertencente a familia Lamiaceae, tem suas
folhas e flores utilizados na medicina tradicional para o tratamento de
resfriados, feridas, tosse, problemas de pele e gastrointestinais (DO
NASCIMENTO et al., 2020; IBADULLAYEVA et al., 2012; URITU et al., 2018);

e A canela, Cinnamomum verum, pertencente a familia Lauraceae, contém
Oleos essenciais, além de constituintes ativos, como &cido cinamico,
cinamaldeido e cinamato, associados a varios beneficios a saude, ela exibe
uma ampla gama de efeitos terapéuticos, como antioxidante, anti-inflamatorio,
anticancer, antidiabético, antimicrobiano e também possui atividades contra
distarbios neurolégicos (RAO; GAN, 2014; SHAHIDI; HOSSAIN, 2018; SINGH
et al., 2020);

e O alho, Allium sativum da familia Alliaceae contém uma alta concentracdo de
aminoacidos sulfurados ndo protéicos responsaveis por suas caracteristicas
medicinais, com potencial antimicrobiano, antiprotozoéario, antifangico,
antitrombadtico, analgésico, coagulante, antiasmatico, antipirético, anti-
hipertensivo, anticoagulante, antiasmatico, antioxidante e anticarcinogénico
(MORALES-GONZALEZ et al., 2019; OVESNA; MITROVA; KUCERA, 2015).
O efeito terapéutico de alguns metabdlitos secundérios isolados de plantas

medicinais € bem consolidado na literatura. Metabdlitos como flavonoides,
esteroides, alcaloides, terpenos, taninos e ligninas, demonstram diversas
propriedades farmacolégicas, dentre elas, notavel potencial antimicrobiano quando
usados isoladamente e como potenciais agentes modificadores de resisténcia (AIDI
WANNES et al., 2017; ONAH, 2020b, 2020a; OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH,
2019).
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2.2 IPE ROXO — Handroanthus impetiginosus

Popularmente conhecida como ipé roxo ou pau d'arco, a Handroanthus
impetiginosus (FIGURA 1), é uma arvore que pertence a familia Bignoniaceae,
comumente encontrada nas florestas tropicais de alguns paises da América do Sul,
incluindo Brasil, Paraguai e norte da Argentina (PARK et al., 2018; ZHANG et al.,
2020a). E largamente utilizada, na industria madeireira para producdo de mobilias, e
na medicina tradicional para o tratamento de diferentes tipos de cancer, obesidade,
problemas cardiacos e estomacais, depressdo, infec¢des bacteriana, fungicas e
virais, febre, anemia, conjuntivite e sintomas inflamatérios, como dor, artrite, colite,
inflamacdes nos rins, pele e garganta e feridas (AHMAD et al., 2020; YADA et al.,
2018; ZHANG et al., 2020a).

Os brasileiros tém tradicionalmente usado essa planta para fins terapéuticos,
como anti-inflamatérios, analgésicos e antiofidicos contra veneno de cobra
(MALANGE et al., 2019). Os curandeiros tradicionais no Brasil prescreveram o ipé
roxo para o tratamento de cancer e prevencao ou tratamento de tumor. As cascas
dos ipés sdo usadas na medicina tradicional, no preparo de infusfes e tinturas, com
finalidade analgésica, antitumoral e contra Ulceras pépticas e diabetes (DE MELO et
al., 2011). Seu uso extensivo tem motivado a realizagdo de estudos cientificos que
levaram a determinacdo da presenca de compostos bioativos, corroborando seu
potencial fitoterapico (BORIOLLO et al., 2017; ZHANG et al., 2020a).



20

Figura 1 — Fotografia do ipé roxo — Handroanthus impetiginosus.

Fonte: DO AUTOR (2019).

Foram descritos na literatura compostos presentes no ipé, tais como as
furanonaftoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, cumarinas, acido antraquinona-
2-carboxilico, derivados do ciclopentano, derivados do benzaldeido, derivados do
4cido benzoico, e compostos volateis (GOMEZ CASTELLANOS; PRIETO;
HEINRICH, 2009; PARK et al., 2018; PIRES et al., 2015; ZHANG et al., 2020a).

Suas propriedades bioldgicas tém sido associadas principalmente a presenca
de naftoquinonas, que constituem o0 grupo quimico ativo mais predominante na
planta. A caracteristica fundamental da quimica da quinona é sua facilidade de sofrer
reducdo e, portanto, sua capacidade de atuar como um agente oxidante. Essa
propriedade redox € impulsionada pela formacdo de um sistema totalmente
aromatico. Entre as naftoquinonas, o lapachol, que inibe a proliferacdo de células
tumorais, e seu derivado, uma quinona, a B-lapachona, que exibe forte toxicidade
em células murinas e humanas, sdo as duas substancias que mais despertaram
interesse, em razao da sua acédo antitumoral (PINTO; DE CASTRO, 2009; PIRES et
al., 2015; ZHANG et al., 2020a).

O lapachol foi isolado pela primeira vez do ipé em 1882, e foi inicialmente
empregado por exibir atividades antimalarica, antitumoral, antifingica, leishmanicida,
bactericida e antiparasitaria (STRAUCH et al., 2019). Lapachol, 2-hidroxi-3-(3-metil-
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2-butenil-)-1,4-naftoquinona, CisH1403 (HUSSAIN; GREEN, 2017), é o composto
quindnico mais abundante na familia Bignoniaceae. Ja a B-lapachona e seu isébmero
a-lapachona podem ser obtidos de forma natural, extraidos da casca do ipé&, ou
sintetizados a partir do lapachol. A esses compostos foram atribuidas varias
atividades biologicas de interesse clinico (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002;
CARDOSO et al., 2013; MACEDO et al., 2013; PIRES et al., 2015).

Os primeiros efeitos anticancer do lapachol foram avaliados em 1968 e ele
demonstrou possuir potentes efeitos em relacdo a tumores em ratos (RAO;
MCBRIDE; OLESON, 1968). Em 1980, foi relatada a cura de pacientes com diversos
tipos de céancer, como de mama, préstata, figado, rim e colo uterino, utilizando
lapachol, (HUSSAIN; GREEN, 2017; SANTANA; SILVA, 1980). Analogos de lapachol
foram preparados e incorporados no tratamento de céncer de mama, proéstata,
pulmé&o, melanoma, leucémico, ovario, glioblastoma, coélon e rim (FIORITO et al.,
2014; HUSSAIN; GREEN, 2017).

Foi estabelecido que o lapachol possui diversos efeitos biol6gicos, como
anticancerigeno, antimalarico, analgésico, antiviral, antiparasitario, antipsoriatico,
antioxidante, antimicrobiano, antimetastatico, leishmanicida, anti-inflamatorio, anti-
abscesso, anti-tripanosoma cruzi, antiendémico, fungicida, cercaricida, bactericida,
pesticida, termiticida, moluscicida, esquistossomicida e inseticida. Além disso, o
lapachol demonstrou possuir efeitos antiangiogénicos quando coordenado ao
bismuto (I11) (AHMAD et al., 2020; HUSSAIN; GREEN, 2017).

Apesar dessas possibilidades terapéuticas, em 1974, o Instituto Nacional do
Céancer concluiu que, devido as altas concentracdes necessérias para que esse
farmaco atuasse como um agente quimioterapico eficaz, infelizmente, resultou em
efeitos colaterais muito téxicos. Desta forma, o lapachol passou a ter um baixo
potencial terapéutico devido aos seus efeitos adversos toxicos (CASTRO; DE
SOUZA; PEREIRA, 2020; HUSSAIN et al., 2007; MARQUES et al., 2020). No
entanto, nenhum desses estudos considerou os efeitos do lapachol a nivel
molecular. Esta informacdo forma a base para desenvolver a sintese de novos e
inovadores analogos de lapachol que podem ser usados como o ponto de partida em
futuros desenvolvimentos desta molécula biologica potencialmente ativa (HUSSAIN
et al., 2007).

Pesquisas anteriores indicaram varios efeitos farmacol6gicos de extratos

brutos e compostos quimicos do ipé roxo, em uma série de modelos in vitro e
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animais. As atividades observadas foram antibacteriana, antioxidante, antifungica,
antinociceptiva, antidiabética, antiedema, anti-inflamatoria e anticancer em diferentes
concentracfbes ou doses (ZHANG et al., 2020a). Devido ao espectro farmacoldgico
exibido pelas plantas medicinais, varias espécies foram declaradas ameagadas com
risco de extincdo devido a grande demanda pelos compostos bioativos e seus
derivados. Alternativas adequadas para a biossintese aprimorada desses compostos
estdo sendo investigadas, para maximizar sua producado e diminuir a exploracédo de
plantas economicamente importantes (BIBI et al., 2020; SATHEESAN; SABU, 2020).

2.3 FUNGOS ENDOFITICOS

Os microrganismos que sao definidos como enddéfitos compreendem,
principalmente, fungos e bactérias que colonizam e habitam internamente as
espécies vegetais de forma assintomatica durante toda ou parte de sua vida
(ZHANG et al., 2020b). Eles exibem uma associagdo simbiotica com os tecidos da
maioria das plantas e as vezes podem ser patogénicos (FADIJI; BABALOLA, 2020).
Eles se distinguem dos fitopatégenos, que acometem as plantas causando doencas,
e dos epifiticos, que sdo encontrados na superficie dos 6rgéos e tecidos vegetais
(AZEVEDO, 2014; HARDOIM et al., 2015; STIERLE; STIERLE, 2015).

Os enddfitos podem produzir compostos biologicamente ativos, que sdo muito
importantes para aumentar a sua adaptabilidade e de suas plantas hospedeiras,
incluindo tolerancia a estresses biéticos e abidticos (GOLINSKA et al., 2015; RAI et
al., 2014). Eles também séo capazes de sintetizar compostos biologicamente ativos
gue sdo, muitas vezes, semelhantes ou idénticos aos de plantas hospedeiras ou
mesmo completamente diferentes, surgindo assim como uma alternativa a utilizagao
de plantas medicinais (RANA et al., 2020; UZMA et al., 2018).

Dentre os microrganismos associados com plantas medicinais, os fungos
endofiticos vém despertando interesse no cenario mundial, como fontes para sintese
de novos compostos bioativos, incluindo alcaloides, peptideos, terpenoides,
quinonas, flavonoides, compostos alifaticos e fen6is (DESHMUKH et al.,, 2018;
GOLINSKA et al.,, 2015; KHARWAR et al,, 2011; STROBEL; DAISY, 2003). A
interacdo entre os endofitos e suas plantas hospedeiras € uma das melhores
abordagens ambientalmente amigaveis para producdo otimizada de compostos

bioativos (SATHEESAN; SABU, 2020). Portanto, o isolamento de enddfitos de
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plantas medicinais pode fornecer novas oportunidades para biossintese de novos
compostos que podem ser aplicados na industria farmacéutica, quimica, alimenticia,
agricultura e na medicina (BIBI et al., 2020; DE MEDEIROS et al., 2018;
DESHMUKH et al., 2018; JEEWON et al., 2019).

Os fungos endofiticos sao fungos filamentosos, constituidos, em sua maioria,
por hifas, estruturas microscépicas, que formam o micélio, estrutura macroscopica
(CAFEU et al., 2005). Sua transmissdo pode ocorrer de forma horizontal, onde
esporos, sexuados ou assexuados, transportados pelo ar, agua ou insetos, penetram
em estdbmatos, raizes ou até ferimentos em varias partes das plantas, ou de forma
vertical, por meio de sementes (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011; BAMISILE et al.,
2018; CHANDRA, 2012; ZHANG; SONG; TAN, 2006).

A relacdo entre o fungo endofitico e o hospedeiro confere varios beneficios ao
vegetal, melhoram o crescimento das plantas secretando fitormbnios e,
consequentemente, ajudam na melhoria da nutricdo usando transferéncia
bidirecional de nutrientes e melhoria da saude das plantas e conferindo a prevencao
de infeccdes por agentes patogénicos através da producdo de compostos
antibacterianos ou antifungicos (ANDREOZZI et al.,, 2019; POLING et al., 2008;
SHEN et al., 2019). A interacdo planta-enddfito desencadeia a protecao de plantas
contra condi¢des prejudiciais do meio ambiente como a presenga de metais pesados
e seca (KHAN et al., 2020; KUSHWAHA et al., 2020).

Alguns microrganismos podem provocar alteragbes morfolégicas na raiz da
planta para melhorar a captacdo e o acumulo de nutrientes; regulacdo osmdtica e
estomatica; ativacdo rapida da resposta referente ao estresse hidrico; protecdo
contra herbivora; auxilio na aquisicdo de nutrientes e atuacao na distribuicdo desses
nutrientes (ARNOLD, 2007; BAMISILE et al., 2018, DUDEJA et al., 2012
RODRIGUEZ et al.,, 2009). Em geral, essas competéncias explicam as relagdes
simbidticas entre enddfitos e plantas hospedeiras, desenvolvendo resisténcia a
fatores de estresse bidticos como, invasdo por patdégenos como bactérias, fungos,
nematodeos e herbivoria por insetos, e abidticos como temperatura, pH, pressao
osmotica e periodos de seca (HARDOIM et al., 2015; RODRIGUES-HEERKLOTZ et
al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2009). Em contrapartida, o fungo endofitico encontra-
se protegido, pois, habita o interior do vegetal, além de ter a sua disponibilidade
nutrientes para sua sobrevivéncia.

Geralmente, os enddfitos fungicos sdo conhecidos por serem benéficos para
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as plantas cultivadas, enquanto apenas algumas espécies podem ser patogénicas,
causando doencas ao hospedeiro apés um periodo de incubacdo ou
laténcia. Algumas espécies sdo neutras sem oferecer beneficios ou prejudicar seus
hospedeiros (BAMISILE et al., 2018). Entre a viruléncia do fungo endofitico e a
defesa da planta hospedeira ha um equilibrio, que quando perturbado, por um
aumento acentuado da viruléncia do fungo ou por uma diminuicdo na defesa da
planta, o estado de laténcia do fungo pode ser quebrado, podendo causar assim,
uma possivel doenca na planta hospedeira (BAMISILE et al., 2018; CHANDRA,
2012; TAN; ZOU, 2001).

O fato de alguns fungos endofiticos serem capazes de produzir metabdlitos
secundarios semelhantes ao que sua planta hospedeira produz é um indicativo que
durante a coevolucao do enddfito e de seu hospedeiro, esses fungos se adaptaram
aos seus microambientes especiais por variagdo genética, com alteragcdo nos seus
proprios genomas devido a absorcdo de partes do DNA do vegetal hospedeiro, e
essa transferéncia de gene pode ter desenvolvido a capacidade de alguns enddfitos
em biossintetizar substancias originalmente produzido pela planta hospedeira
(CHANDRA, 2012; RODRIGUEZ et al.,, 2009; STROBEL et al., 1996; ZHANG;
SONG; TAN, 2006).

O grande avanco na medicina, no combate aos microrganismos patogénicos,
ocorreu com a descoberta da penicilina, por Fleming em 1928, farmaco isolado do
fungo do género Penicillium, que apresenta atividade antibacteriana (FLEMING,
1944), fazendo ocorrer uma mudanca significativa nas pesquisas com produtos
naturais, substituindo plantas por microrganismos (CARY; PETERLIN, 2018;
VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Essa descoberta mudou
drasticamente a pesquisa de produtos naturais e posicionou 0S microrganismos
como uma das alternativas mais importantes na descoberta de medicamentos
devido a disponibilidade, variabilidade, grande biodiversidade e eficiéncia dos
compostos (ABDEL-RAZEK et al.,, 2020). Desde entdo, compostos derivados de
microrganismos tém sido utilizados na medicina, agricultura, industria alimenticia e
pesquisa cientifica (PHAM et al., 2019).

A partir da década de 90, houve um grande interesse cientifico por pesquisas
com fungos endofiticos, devido ao trabalho desenvolvido por Stierle e colaboladores
(1993) que relataram a producdo do taxol (FIGURA 2) pelo enddfito Taxomyces

andreanae. O taxol é wum Iimportante farmaco anticancerigeno, isolado
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originariamente da planta Taxus brevifolia, porém, seu isolamento a partir da planta
tornou-se inviavel devido ao baixo rendimento, longo tempo de desenvolvimento e
pequeno tamanho populacional da planta (ABDALLA; MCGAW, 2018; GUPTA et al.,
2020; PATIL; PATIL; MAHESHWARI, 2016; STROBEL; DAISY, 2003; UZMA et al.,
2018). O comércio do taxol, colocou em risco a espécie Taxus brevifolia devido a seu
corte ilegal (IQBAL; MEILAN; KHAN, 2020).

Figura 2 - Formula estrutural do Taxol

-
g

Fonte: STROBEL; DAISY (2003).

Uma variedade de compostos bioativos € sintetizada por fungos endofiticos,
tais como flavonoides, alcaloides, benzopironas, acidos fendlicos, esteroides,
guinonas, xantonas, saponinas, taninos, terpenoides, tetralonas, peptideos entre
outros (ABDALLA; MCGAW, 2018; DESHMUKH et al., 2018; GOUDA et al., 2016;
PINHEIRO et al.,, 2017; RAJAMANIKYAM et al., 2017; STROBEL et al., 2004,
VASUNDHARA; KUMAR; REDDY, 2016; ZHENG et al., 2016).

A triagem de novos compostos com atividades biolégicas sintetizadas por
fungos endofiticos tornou-se um ponto de pesquisa imprescindivel para descoberta e
desenvolvimento de novas drogas (ZHENG et al., 2016). Existem muitos relatos na
literatura sobre esses fungos, isolados de diferentes espécies vegetais, que

produzem compostos bioativos e alguns sdo exemplificados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Compostos isolados de fungos endofiticos e suas atividades biologicas.

Composto Endoéfito Planta_ A_thl’da_de Fonte
hospedeira biol6gica
(SONG et al.,
Pestalona Pestalotiopsis sp.  Melia azedarach  Antibacteriana 2017; XIE et al.,
2015)
(IBRAHIM et al.,
Fusaritioamida Fusarium : o ; ; 20164, 2018;
AeB chlamydosporium Anvillea garcinii  Antibacteriana TOGHUEO.
2020)
Eugenol Neopestalotiopsis sp. Cll}gz\?;iorrgnium Antibacterianae (TANAPICHATSA
9 Diaporthe sp. antioxidante KUL et al., 2019)
Altertoxinas Alternaria Quercus emoryi Antiviral (BASHYAL et al.,
tenuissima ry 2014)
Emerimidina Emericella s Aegiceras Antiviral (ZHANG et al.,
AeB P- corniculatum 2011)
Chaetoglobosina . . . e (ZHAO et al.,
AeD Chaetomium globosum  Ginkgo biloba Antifangica 2017)
e (MOHAMED
Fusaripeptideo A Fusarium sp. Me’?‘h’?‘ Ant|_fung,|c_a N IBRAHIM et al.,
longifolia antimalarica
2018)
Citocalasina Rhodiola
Salidrosida Lachnum sp. Antioxidante (CUI et al., 2015)
crenulata
Tirosol
. o . (GUPTA et al.,
P P et al., 2004)
(RAN et al., 2017;
Camptotheca TOGHUEO,
Camptotecina Fusarium solani acupminata Antitumoral 2020;
VENUGOPALAN
et al., 2016)
L Penicillium Cephalotaxus . (WANG et al.,
Peniprolina A decumbens mannii Antitumoral 2017)
Tanshinona Trichoderma Salvia Anti-inflamatéria (MING et al.,
lellA atrovirida miltiorrhiza 2012)
: . Streptomyces Zingiber - (TOGHUEDO,
Fenilcumarina aureofaciens officinale Anti-inflamatoéria 2019)
Colutelina A Colletotrichum Pteromischum s (REN et al., 2008;
dematium p. IMUNOSSUPTeSsora  grphpE| | 2018)
Designados por Pestalotiopsis Tripterygium (KUMAR et al.,
BS,GSeYS leucothés wilfordii Imunomoduladora 2005)
Peptideo Aspergillus Acacia nilotica Antidiabética (SINGH; KAUR,
awamor 2016)
Lectina Alternaria sp. Viscum album Antidiabética (GOZ: NEOAlpsl;,A et

Epoxi-citocalasina
H

Diaporthe miriciae

Vellozia
gigantea

Antimalarica

(FERREIRA et al.,
2017)
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Tabela 2 - Compostos isolados de fungos endofiticos e suas atividades biologicas.

(continuagéao)

Composto Endoéfito Planta_ A_t|V|’dade Fonte
hospedeira biol6gica
(IBRAHIM et al.,
Integracideos Fusarium s Mentha Antileishmanial 2016D; IBRAHIM;
9 P longifolia MOHAMED;
ROSS, 2016)
Coclioquinona A . Piptadenia . . (TOGHUEO,
Isococlioquinona A Cochliobolus sp. adiantoides Antileishmanial 2019)
(CAMPOS et al.,
Beauvericina Fusarium s Paubrasilia Tripanocida 2015;
P- echinata P TOGHUEO,
2020)
. (DAISY et al.,
Naftaleno '\\fii‘is‘;?]%zr aZfl‘i‘;]'i'g‘iges Inseticida 2002; STROBEL
9 P etal., 2004)
Derivados de Acremonium Alga marlnrla - (CHEN et al.,
. o vermelha ndo Inseticida
cloranfenicol vitellinum 2018)

identificada

Fonte: DO AUTOR (2020).

E evidente que as plantas medicinais compdem uma fonte promissora de

fungos endofiticos, para a producdo de compostos naturais bioativos.

Esta

metodologia para obtencdo desses produtos apresenta numerosas vantagens, Visto
gue, muitos desses produtos ja foram descritos e sdo conhecidos, e podem ser
obtidos a partir dos fungos endofiticos isolados de plantas medicinais. Além do mais,
esses fungos apresentam vasto potencial biotecnolégico, e ha a possibilidade de
obter novas substancias quimicas, que nunca foram isoladas de tecidos vegetais
(GOMEZ; LUIZ, 2018).

2.4 O GENERO Lasiodiplodia

Lasiodiplodia €& um género de fungos pertencentes a familia
Botryosphaeriaceae, encontrados especialmente em regides tropicais e subtropicais,
ocorrem em uma ampla variedade de hospedeiros monocotiledéneos, dicotiledéneos
e gimnospermas. Eles exibem estilos de vida como enddfitos, onde habitam
diferentes tecidos vegetais de forma assintomatica, como fitopatégenos causando

doencas em seus hospedeiros vegetais, essas doencas podem ser cancro em
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ramos, caules e raizes, lesfes em estacas, folhas, frutos e sementes, além de incitar
a morte de mudas e enxertos. Recentemente, foram descritos como patdégenos
oportunistas em humanos, causando infeccbes em diferentes niveis de gravidade
(DE SILVA et al., 2019; SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020).

O género Lasiodiplodia foi identificado por Ellis em 1894; em 1896 Clendenin
forneceu uma descricdo do género e da espécie, atribuindo a identificacdo do
género Lasiodiplodia a Ellis e Everhardt e especificado como Lasiodiplodia
theobromae (PHILLIPS et al., 2013; TIBPROMMA et al.,, 2018). Acreditava-se que
Lasiodiplodia poderia representar um possivel sinbnimo de Diplodia, no entanto,
estudos filogenéticos demonstraram que ele se agrupa separadamente do Diplodia,
devido as diferencas filogenéticas e morfolégicas e, portanto, ndo ha razdo para
considerar os dois géneros como sindénimos (PHILLIPS et al., 2013).

As principais caracteristicas que distinguem o género Lasiodiplodia de outros
géneros sdo a presenca de parafises picnidiais e estrias longitudinais em conidios,
esporos maduros, formados por mitose responsaveis pela reproducédo assexuada.
No Lasiodiplodia, os conidios geralmente permanecem hialinos por um longo tempo
apos a formacdo, mas podem ficar pigmentados e septados enquanto estiverem
dentro dos picnidios. Além disso, em Lasiodiplodia, os conidios constantemente
assumem uma aparéncia estriada (PHILLIPS et al., 2013).

Até o momento, mais de 70 nomes de espécies de Lasiodiplodia foram
registrados no MycoBank, um banco de dados on-line, que registra novos nomes e
combina¢cdes micologicas. No entanto, os dados das culturas e da sequéncia de
DNA néo estao disponiveis para todas essas espécies. As espécies descritas séo
separadas com base nos dados da sequéncia ITS (Internal Transcribed Spacers) e
TEF-1a (Translation Elongation Factor 1a), e com base na morfologia de conidios e
parafisias (ABDOLLAHZADEH et al.,, 2010; DE SILVA et al.,, 2019). Algumas das
espécies de Lasiodiplodia séo:

Lasiodiplodia brasiliense: isolado pela primeira vez em Pernambuco, nordeste
do Brasil, e por isso recebeu nome referente ao pais. Filogeneticamente esta
intimamente relacionado a Lasiodiplodia viticula (DISSANAYAKE et al., 2016;
MARTINS et al.,, 2018; NETTO et al.,, 2014). Em estudo realizado por Cimmino e
colaboladores (2017) foi relatado a sintese de metabdlitos lipidicos fitotoxicos
produzidos em cultura liquida por L. brasiliense, responséavel pela morte de videiras,

foi citado como responsavel pelo efeito citotoxico o acido jasménico e (3R, 4S)-4-
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hidroxianilina.

Lasiodiplodia hormozganensis: isolado pela primeira vez na provincia de
Hormozgan, no Ird, a partir de Mangifera indica, e desde entédo foi isolado em outras
plantas em outros continentes. Filogeneticamente e morfologicamente, esta espécie
esta intimamente relacionada a L. citricola, Lasiodiplodia egyptiacae, L. parva e
Lasiodiplodia pseudotheobromae. (ABDOLLAHZADEH et al., 2010; DISSANAYAKE
et al.,, 2016; NETTO et al., 2014; PHILLIPS et al., 2013). Em estudo, isolado da
videira, L. hormozganensis foi cultivado em meio submerso, onde sintetizou
metabolitos fitotoxicos, sendo eles o tirosol e &cido p-hidroxibenzéico (CIMMINO et
al., 2017).

Lasiodiplodia pseudotheobromae: foi descrita pela primeira vez como espécie
criptica em L. theobromae. Depois foi identificado devido ao tamanho de parafisias
nos picnidios (SLIPPERS et al., 2014). Também € morfologicamente parecido com L.
crassispora, mas as duas espécies diferem no fato de as pseudo-paréfises de L.
crassispora serem septadas, enquanto em L. pseudotheobromae séo asseptadas. L.
pseudotheobromae isolado da flor llligera rhodantha foi capaz de sintetizar
substancias bioativas com potencial antibacteriano contra cepas clinicas de
Streptococcus sp., Bacteroides vulgatus, Peptostreptococcus sp. e Veillonella
parvula (WEI et al., 2014). Kumar e colaboladores (2019) descreveram dois novos
compostos isolados do extrato de cloroférmio do caldo de cultivo de L.
pseudotheobromae, a lasdiplactona e acido lasdipléico, com acao inibitéria frente a
xantina oxidase.

Lasiodiplodia theobromae: foi originalmente descrito a partir de Theobroma
cacao (cacaueiro) no Equador. Com a introducéo da analise da sequéncia de DNA
na delimitagcdo de espécies em Lasiodiplodia, tornou-se aparente que L. theobromae
representava um complexo de espécies cripticas. Assim, quaisquer relatérios sobre
L. theobromae anteriores ao uso de sequenciamento de DNA para a identificacao de
isolados devem ser considerados com cautela, pois é possivel que alguns possam
de fato se referir a espécies cripticas intimamente relacionadas (DISSANAYAKE et
al., 2016; PHILLIPS et al, 2013; SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020;
SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2020).

L. theobromae é um fungo fitopatogénico comumente encontrado em regiées
tropicais e subtropicais. Tem sido associado a diversos hospedeiros, causando

doencas e sendo responsavel por sérios danos em culturas economicamente
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importantes (SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020).

Esse fungo produz metabdlitos com grande diversidade estrutural
pertencentes a diferentes classes de produtos naturais, incluindo dicetopiperazinas,
jasmonatos, lactonas, entre outros (SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020). O taxol
foi obtido através do cultivo de L. theobromae isolado da planta medicinal Morinda
citrifolia, que demonstrou toxicidade contra as linhagens celulares de céancer de
mama (PANDI et al, 2011; SAH; SUBBAN; CHELLIAH, 2017). Kamal e
colaboladores (2017) isolaram dois compostos conhecidos, a cladospirona B,
desmetil-lasiodiplodina do fracionamento de extratos produzidos no cultivo de L.
theobromae isolado das folhas da planta Vitex pinnata. Os dois compostos exibiram
atividade antitripanossoma. De acordo com Chen e colaboradores (2016) algumas
preussomerinas isoladas de L. theobromae exibiram atividades significativas contra
Staphylococcus aureus. O &cido indol-3-carboxilico (ICA) foi isolado de L.
theobromae e apresentou varios niveis de inibicdo bacteriana frente a Bacillus
cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e S. aureus (DZOYEM et al., 2017;
FELIX et al., 2018).

Extratos organicos produzidos por L. theobromae sdo apresentados na
literatura, devido suas atividades biologicas. Essa espécie isolada da planta
medicinal Piper hispidum, produziu extratos eficazes contra quatro bactérias
patogénicas humanas (Enterococcus hirae, E. coli, Micrococcus luteus e S. aureus)
(ORLANDELLI et al., 2012). Ja o enddfito isolado do mangue Avicennia lanata nas
Filipinas, produziu extrato ativo contra a levedura Saccharomyces cereviseae
(MORON; LIM, 2018). O extrato de cultura de L. theobromae isolado de
Catharanthus roseus exibiu citotoxicidade contra células de adenocarcinoma cervical
humano (DHAYANITHY; SUBBAN; CHELLIAH, 2019).

Relatos sugerem que compostos naturais produzidos por L. theobromae e
incorporados as nanoparticulas tém potencial como um novo agente quimioterapico
(SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2020). L. theobromae isolado das folhas
de Psidium guajava foi usado para a sintese bioldgica de nanoparticulas de prata,
gue forneceu poderosa atividade antitumoral contra células de cancer de mama e
pulméo (JANAKIRAMAN; GOVINDARAJAN; MAGESH, 2019). Nanoparticulas de
prata também foram preparadas usando L. theobromae isolada de Catharanthus
roseus, induzindo apoptose em varios tipos de células cancerosas e promovendo a

eliminacao de radicais livres (AKTHER et al., 2019).
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L. theobromae foi considerado um notavel produtor de lasiodiplodinas
(FIGURA 3), lactonas de benzenodiol de 12 membros (SALVATORE; ALVES;
ANDOLFI, 2020). A primeira lasiodiplodina descrita foi (3R)-lasiodiplodina (a) foi
isolada pela primeira vez de L. theobromae, juntamente com seu analogo (R)-des-O-
metillasiodiplodina (b) (ALDRIDGE et al., 1971), sua estrutura e de seus analogos
mostram uma ampla gama de atividades bioldgicas, como atividade antimicrobiana
(YANG et al., 2006), antagonista do receptor de corticoide (JIANG et al., 2011) e
citotoxico (HUANG et al., 2017; LI et al., 2016).

Figura 3 - Estruturas de lasiodiplodinas.

OH O

b

Fonte: adaptado de Salvatore et al (2020).

Extratos brutos obtidos do cultivo submerso de Lasiodiplodia sp. isolado de
Handroanthus impetiginosus apresentaram um perfil antimicrobiano contra
patdgenos Gram-positivos e leveduras. Foi identificado nos extratos quatro
compostos conhecidos com atividade antimicrobiana: (Z)-docos-13-enamida (1),
metil-(Z)-octadec-9-enoato (2), (Z)-octadec-9-enamida (3) e dodecanamida (4)
(GOMEZ et al., 2021).

Rodriguez-Galvez e colaboradores (2017) descreveram Lasiodiplodia sp.
como um patdégeno isolado da mangueira Mangifera indica, por causar necrose nas
folhas, além de afetar os galhos, raizes e floracdo, levando a morte da planta.
Morfologicamente o isolado fangico, assemelhou-se a L. parva e apresentou
dimensdes conidiais idénticas. Na analise filogenética combinada de ITS e TEF1-q,
o isolado foi colocado entre L. citricola e L. parva. Os pesquisadores levantaram a
hipotese de que o fungo poderia ser um hibrido entre L. citricola e L. parva.

Lasiodiplodia sp. isolado da planta Excoecaria agallocha do mangue em

Gaogiao, na China, produziu quatro novas lasiodiplodinas, juntamente com trés
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analogos conhecidos, a partir do seu cultivo. Os compostos obtidos exibiram
atividade citotoxicas em células cancerigenas (LI et al., 2016). Duas novas
lasiodiplodinas foram isoladas, juntamente com trés analogos conhecidos
sintetizados por Lasiodiplodia sp. presente na planta E. agallocha e apresentaram
atividades citotoxicas (HUANG et al., 2017).

Os metabdlitos produzidos no cultivo do enddfito Lasiodiplodia sp., isolados
das flores da erva medicinal Viscum coloratum, sdo descritos na literatura como
compostos aromaticos, incluindo acido ciclo-(Trp-Ala), acido indol-3-carboxilico
(ICA), indol-3-carbaldeido e 2-feniletanol, todos esses compostos sdo valiosos para
as industrias farmacéutica e alimenticia, devido suas capacidades antioxidantes,
antimicrobianas e antitumorais. Lasiodiplodia sp. foi um potente produtor de 2-
feniletanol, um composto presente na composicao de 6leos essenciais florais (QIAN
et al., 2014).

2.5 CULTIVO SUBMERSO

O cultivo submerso é um processo largamente empregado para a producao
de diversos compostos economicamente importantes, muito aplicado na industria
alimenticia, quimica, farmacéutica, e na agricultura (SINGH et al.,, 2017). A
fermentacdo € um processo metabdlico onde ha a conversao bioldgica de substratos
complexos em compostos, para obtencdo de energia, principalmente com o
envolvimento de leveduras, fungos e bactérias (RAIMBAULT, 1998). Varios
compostos sdo sintetizados nos cultivos, tanto metabdlitos primarios como
secundarios, 0s quais geralmente apresentam bioatividade e por isso sao
importantes para a industria (TABARAIE et al., 2020).

O cultivo pode ser divido em trés etapas, que envolvem preparacdo e
inoculagéo da matéria-prima, o cultivo e recuperagao do produto. O cultivo submerso
(CS) e o cultivo em estado solido (CES) sé&o basicamente os dois tipos de processos
utilizados (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

O CES se caracteriza por ser um processo que decorre em uma matriz sélida
(suporte inerte/substrato) em auséncia ou baixa presenca de agua livre, contudo o
substrato requer umidade para favorecer o crescimento e a atividade metabdlica dos
microrganismos (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). O CES era usado

tradicionalmente na producdo de metabdlitos, como enzimas, acidos orgéanicos e
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antibidticos, mas atualmente tem despertado grande interesse para uma série de
aplicacdes, como biorremediacdo, producéo de lipidios, biocombustiveis (biodiesel,
bioetanol, biobutanol, biohidrogénio), aromas e sabores para a industria alimenticia,
producédo/extracdo de compostos bioativos, entre outros (LIZARDI-JIMENEZ;
HERNANDEZ-MARTINEZ, 2017).

O CS se caracteriza por ser um processo que ocorre em meio constituido
basicamente por agua e substratos (nutrientes) nela dissolvidos, essa técnica
apresenta relativa facilidade de cultivo em grande escala, pois garante
homogeneidade do meio e facilidade no controle dos parametros do processo. O CS
€ amplamente utilizado para a producdo de compostos bioativos, sendo,
predominantemente, secretados no caldo de cultivo. Os substratos sdo consumidos
rapidamente, precisando ser constantemente substituidos. Uma vantagem adicional
dessa técnica € que a purificacdo de produtos é mais facil (SUBRAMANIYAM;
VIMALA, 2012).

Em todos os processos, o cultivo é influenciado pelos nutrientes disponiveis
no meio: fontes de carbono, nitrogénio, fésforo, elementos traco como zinco,
manganés, ferro, cobre e magnésio (ANASTASSIADIS et al., 2008; SOCCOL et al.,
2006; VANDENBERGHE et al., 2017). A escolha correta do substrato é de
fundamental importancia, as técnicas de cultivo devem ser otimizadas para cada
substrato, devido a forma diferente que o microrganismo reage frente a cada
substrato. Alguns dos substratos comuns usados no CES sdo residuos
agroindustriais, jA no CS séo acgucares soluveis, melago, meios liquidos, sucos de
frutas e vegetais e esgotos/aguas residuais (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

O cultivo para obtencdo de substancias bioativas é realizado em meio liquido
ou sélido. Varios meios liquidos ou soélidos podem ser escolhidos para a cultura de
fungos endofiticos. Para meios liquidos, o caldo Czapek-Dox Broth (CDB), o caldo
de extrato de malte (MEB), o caldo de batata dextrose (PDB), o caldo de fosfato
levedura amido soluvel (YpSs) e o caldo de extrato de levedura peptona dextrose
(PYG) podem ser utilizados. O cultivo pode ocorrer a temperatura ambiente, sob
uma condicdo estética ou agitada, por 6 a 28 dias (PU et al.,, 2013; SHARMA;
PRAMANIK; AGRAWAL, 2016; VANDERMOLEN et al., 2013; ZHU et al., 2017).

A producéo de metabdlitos secundarios por microrganismos € influenciada por
varios fatores ambientais, como o meio de cultivo usado, método de cultivo,

temperatura, o periodo de incubacéao, pH, luz e umidade (KIM; KIM, 2017; TYC et al.,
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2017). Os meios de cultivo utilizados tém influéncia direta sobre o tipo e a
guantidade de metabdlitos produzidos durante a incubacéo, devido as diferencas no
teor de nutrientes e nas vias metabdlicas resultantes (HORAK et al., 2019).

Nesses processos um dos nutrientes fornecidos ao microrganismo é o
carbono. A fonte de carbono ndo apenas fornece a base para a construcdo de
biomassa, mas também fornece unidades de carbono para metabdlitos secundarios
(PAN et al.,, 2019; SINGH et al, 2017). Em células microbianas, a glicose,
geralmente € uma excelente fonte de carbono para o crescimento celular, porém,
costuma interferir na producdo de metabdlitos secundarios. Em meios contendo
misturas de fontes de carbono usadas rapida e lentamente, primeiro a fonte de
carbono € utilizada para produzir células, mas pouco ou nenhum metabdlito
secundario. Ap6s o esgotamento desta primeira fonte de carbono, inicia-se a
utilizacdo de uma segunda fonte para ativar a rota metabolica secundaria. Uma
caracteristica distinta do metabolismo secundario é sua relagcdo com baixos niveis de
crescimento celular, portanto, baixas concentracdes de fontes de carbono no meio
de cultura fornecem baixas velocidades de crescimento celular (DEMAIN, 1989;
RUIZ et al., 2010).

A fonte de nitrogénio é necessaria para a sintese de proteinas essenciais e
acidos nucléicos, e da mesma forma, fornece unidades contendo nitrogénio para
metabdlitos secundarios (PAN et al., 2019). O tipo de fontes de carbono e nitrogénio
usadas € conhecido por ter uma influéncia significativa no metabolismo secundario
microbiano (RUIZ et al., 2010; SINGH et al, 2017). Assim, microrganismos
cultivados em meio contendo diferentes componentes podem apresentar
metabolismo adaptado de forma diferente e produzirem diferentes metabdlitos (MA
et al., 2009).

A extracdo de substancias bioativas de fungos endofiticos cultivados em
meios liquidos pode ser realizada utilizando solventes organicos. A eficacia da
extracdo é um fator critico para a avaliacdo das atividades bioldgicas de extratos de
fungos endofiticos. No cultivo com meios liquidos, os caldos devem ser filtrados com
papel filtro retirando os micélios, para posterior extracdo de substancias bioativas,
extracelulares. Volumes iguais de filtrado e solvente organicos sdo adicionados para
extrair as substancias do filtrado (VERMA; JOHRI; PRAKASH, 2014). Os micélios
também podem ser submetidos a extracdo para determinacdo de compostos
bioativos intracelulares (ZHANG; WEI; WANG, 2012).
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O acetato de etila € amplamente utilizado na extracdo de culturas de fungos
endofiticos (BHARDWAJ et al., 2015; MINARNI et al., 2017), por possuir polaridade
meédia, sendo capaz de dissolver os compostos ativos moderadamente polares e nédo
polares. Os solventes néo interferem de forma direta no efeito sobre a atividade
biolégica de extratos, uma vez que sdo evaporados, para obtencdo de extratos
organicos secos (NURUNNABI et al., 2020).

Os produtos obtidos no cultivo devem apresentar um rendimento adequado,
de acordo com a quantidade de substrato, para melhor aplicacdo do processo na
indUstria. H& varios relatos de microrganismos que produzem uma diversidade de
metabdlitos primarios e secundarios, mas em baixa quantidade. Para atender a
demanda do mercado, varias técnicas de alto rendimento foram e estdo sendo
implementadas para 0 sucesso em varios processos (DUBEY; JAWED; HAQUE,
2011; RAJESWARI et al., 2014; SINGH et al., 2009).

Estudos de otimizagéo de fatores fisicos (temperatura, salinidade, valor de pH
e luz) e quimicos (componentes, precursores e inibidores) do meio de cultivo (MIAO;
KWONG; QIAN, 2006) sdo geralmente realizados nas inddstrias quimica, alimenticia
e farmacéutica, para obtencdo de maior rendimento e da atividade do produto
desejado. Atualmente, ha pouco conhecimento disponivel sobre o papel dos fatores
e seus niveis no controle da producdo de metabdlitos por diferentes cepas. Para
aumentar a produtividade dos metabdlitos, os pesquisadores investigam os
requisitos nutricionais para a producdo de metabdlitos secundarios (SHIH; VAN;
CHANG, 2002; SINGH; RAI; TRIPATHI, 2012).

2.6 OTIMIZACAO DE PROCESSOS

O planejamento experimental traduzido do termo Design of Experiments
(DOE), € uma metodologia utilizada para estabelecer quais variaveis interferem na
resposta de um processo ou produto e como utiliza-las a seu favor, permitindo
alcancar uma melhor combinacdo das varidveis com o intuito de otimizar o produto
final ou o processo, através de maior precisdo estatistica possivel na resposta e
menor custo (BACO et al.,, 2019; NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019;
UHORANINGOGA et al.,, 2018). Essa técnica tem sido aplicada para melhorar
processos desde a década de 1940 nas industrias e no setor militar. Mas s6 depois

de mais de meio século o planejamento experimental tem exercido uma funcao
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importante em outros setores em consequéncia das vantagens na otimizacdo de
variaveis individuais classicas, que possibilita utilizar um numero reduzido de
experimentos, gerando grande quantidade de informacdes, além de viabilizar a
avaliacdo do efeito de interacdo entre as variaveis na resposta, obtendo resultados
mais confiaveis, com economia de tempo e dinheiro (NARENDERAN;
MEYYANATHAN; KARRI, 2019).

A partir de um grande namero de variaveis independentes que podem afetar a
resposta desejada, o uso do DOE, desenvolvido por Plackett e Burman em 1946,
oferece uma alternativa para uma avaliagdo preliminar dos principais efeitos dessas
variaveis sobre a resposta, bem como para redefinir as faixas de valores estudadas,
e para selecionar as variaveis que podem ser fixadas ou eliminadas em um outro
planejamento fatorial completo, o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), que envolve a construcdo de modelos preditivos para atingir as condigdes
otimas de processo (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005; PLACKETT; BURMAN, 1946;
RODRIGUES; IEMMA, 2014; SILVA et al., 2019; YUN et al., 2018).

Para selecao do melhor projeto experimental, o pesquisador deve considerar
varios aspectos, como objetivos definidos, as variaveis a serem estudadas, e
eficacia de cada método. As metodologias de planejamento experimental podem ser
aplicadas em dois tipos: 1) projetos de triagem, onde h& a selecdo das variaveis; e
2) projetos de otimizacdo, onde ha a melhora das condi¢cdes (TABELA 2) (BACO et
al., 2019; BEZERRA et al., 2008; POLITIS et al., 2017; RODRIGUES; IEMMA, 2014,
VERA CANDIOTI et al., 2014).

Tabela 2 — Etapas para otimizagdo de processos.

Etapas Objetivos Situacao
3 [Avei Inimeros fatores
Selegao de varlavels Identificar as variaveis mais _
(Fatorial fracionado ou importantes Pouco conhecimento do
Plackett & Burman) processo
Melhora de condi¢des Constru el it Poucos fatores
, onstruir os modelos preditivos .

6tima do processo

Confirmar experimentalmente os
resultados obtidos pela analise da
superficie de resposta

Validacéo das condigbes
otimizadas

Condigdes otimizadas
definidas

Fonte: adaptada de RODRIGUES; IEMMA (2014).
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A principal vantagem dos projetos de otimizacdo estd na possibilidade de
modelar superficies de resposta de 22 ordem, pois possuem de 3 a 5 niveis para
cada fator de entrada. Em outras palavras, esses projetos permitem avaliar a
curvatura da superficie de resposta (BACO et al., 2019). A metodologia de superficie
de resposta (RSM — Response Surface Methodology) foi proposta por Box,
fundamentada em fatorais, na década de 1950, mas seu emprego s6 foi acentuado a
partir dos anos 1990, em virtude, principalmente, da crescente necessidade de
otimizacdo de processos e produtos, levando profissionais de diferentes éareas
pesquisarem técnicas sisteméticas de planejamento experimental e otimizacdo de
processos (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Técnicas matematicas e estatisticas sao utilizadas pela metodologia de
superficie de respostas, que sdo fundamentais para o desenvolvimento, melhoria e
otimizagdo de processos, onde ha a influéncia de diversas variaveis sob a resposta
de interesse (ASHOK; KUMAR, 2017; MAKELA, 2017). Este planejamento
determina o efeito de cada variavel independente sozinha ou em combinacdes,
permite o calculo dos efeitos e a analise da superficie de resposta, gerando um
modelo matematico que descreve os processos (BACO et al., 2019; RODRIGUES;
IEMMA, 2014). O modelo matematico deve ser selecionado com base na aplicacéo
da Andlise de Variancia (ANOVA). A ideia principal da ANOVA é comparar a
variabilidade devido ao tratamento (variando o nivel dos fatores de entrada) com a
variabilidade devido ao erro residual. A partir dessa comparacao, € possivel avaliar a
significancia do modelo de regressdo (BACO et al.,, 2019; BEZERRA et al., 2008;
POLITIS et al., 2017; VERA CANDIOTI et al., 2014).

A otimizagdo das condigdes do processo de cultivo, sdo fundamentais no
desenvolvimento de todos processos, em razdo do seu impacto nos custos e na
efetividade do processo. A RSM € uma técnica muito utilizada para encontrar as
condicdes ideais no processo de cultivo submerso, de modo que atendam as
necessidades nutricionais de um microrganismo especifico, evitando assim a adi¢céo
desnecessaria de componentes em excesso no meio de cultura, e eficiente na
otimizacdo com inUmeras varidveis requisitando um numero minimo de
experimentos. As superficies de resposta geradas por esta metodologia tém a
finalidade de alcancar as condicdes ideais pretendidas (BACO et al., 2019; BOX;
HUNTER; HUNTER, 2005; YUN et al., 2018).
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3 METODOLOGIA

Foi utilizado o fungo endofitico do género Lasiodiplodia sp. isolado a partir de
folhas sadias do ipé roxo (Handroanthus impetiginosus) coletado em Alfenas-MG,
Brasil. O fungo foi identificado, por analise sequencial do DNA e analise filogenética
(AGOSTINI, 20186).

3.1 REPIQUE DO FUNGO

Placas de Petri com agar batata dextrose (PDA) foram utilizadas para o
repique do fungo preservado segundo a metodologia de Castellani (DE CAPRILES;
MATA; MIDDELVEEN, 1989), o fungo permaneceu em crescimento por 4 dias em

temperatura ambiente.

3.2 CULTIVO DO FUNGO

Para o cultivo do fungo foi utilizado o caldo Czapek (Glicose: 30,0 g; NaNOs:
2,0 g; K2HPO4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; KCI: 0,5 g; FeS04.7H20: 0,01 g; extrato
de levedura: 1,0 g; agua destilada: 1000 mL). Dois discos de 5 mm de PDA com o
fungo crescido foram inoculados em erlenmeyers. Foram utilizados erlenmeyers de
500 mL contendo 100 mL de caldo Czapek. O cultivo foi realizado em modo estatico
em estufa DBO, a 28°C, por 27 dias e em modo agitado em shaker a 27°C e 250
rpm por 16 dias. Apo6s 03, 06, 09, 12, 15, 18, 21, 24, e 27 dias de cultivo do fungo
em modo estético, foram retirados trés erlenmeyers por vez, para medida de
biomassa, obtencdo do extrato organico e avaliagcdo da sua atividade bioldgica. E
apos 02, 04, 06, 08, 10, 12, 14, 16 dias de cultivo do fungo em modo agitado, foram
retirados trés erlenmeyers por vez, para medida de biomassa, obtencdo do extrato

organico e avaliacao da sua atividade biolégica.

3.2.1 Obtencao da biomassa seca

A biomassa, micélio fungico, foi obtida apods realizacdo de processo de

fitracdo a vacuo do caldo de cultivo, foi utilizado o papel de filtro Whatman n°1
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previamente seco em estufa, em temperatura de 45°C por 24h, sua massa foi
medida e anotada. A secagem da biomassa foi realizada em estufa com temperatura
de 45°C, seu peso foi acompanhado a cada 24h, e a massa considerada foi aquela
na qual ndo se notou variagdo até a segunda casa depois da virgula. Para o célculo
da biomassa seca foi subtraida a massa obtida apds a secagem pela massa do
papel de filtro utilizado (SINGH; SINGH, 2006).

3.2.2 Obtencao dos extratos organicos secos

Os metabdlitos secundarios sintetizados por fungos endofiticos séao
majoritariamente extracelulares, liberados no meio de cultivo, por isso se faz
necessario a extracdo com solventes organicos, para obtencdo desses compostos
(BUSTANUSSALAM et al., 2015).

O caldo de cultivo foi submetido a extragao liquido-liquido com acetato de etila
como solvente organico, na proporcao de 1:1 (v/v). As extracdes foram efetuadas em
trés etapas. Os extratos obtidos no cultivo em modo estatico foram identificados
como ELd (01 a 09) e os obtidos no cultivo em modo agitado foram identificados
como ALd (01 a 08). A fase organica foi evaporada, inicialmente em rotaevaporador

e, depois, em capela de exaustdo (SALINI et al., 2015).

3.3 TESTE DE ATIVIDADE BIOLOGICA

3.3.1 Microrganismos utilizados e preparo dos inéculos para ensaios

antimicrobianos

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10238), disponiveis no banco de
cepas do Laboratério de Bioprocessos da UNIFAL-MG. Estas cepas foram
previamente cultivadas (24 horas antes) e suas suspensdes foram preparadas
utilizando espectrofotébmetro, a partir de solucéo salina (NaCl 0,9%) estéril de modo
a fornecer 1,5x108 UFC/mL (75% de transmitancia em 660nm), correspondente com
a escala 0,5 de McFarland. Para a realizacdo destes ensaios foi adotado
procedimento descrito por CLSI (2015, 2008), com algumas modificacdes.

A partir da suspenséao pronta de cada microrganismo, foi transferido 1 mL de
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cada suspensao para 9 mL de solucao salina 0,9 %, da qual foram retirados 2 mL,
transferidos para 10 mL de caldo Mueller Hinton (MH) para bactérias e caldo RPMI-
1640 para leveduras. Desta ultima suspenséao foram retiradas aliquotas de 20 uL de

in6culo e adicionadas apo6s diluicdo seriada do extrato teste e/ou antimicrobiano.

3.3.2 Preparo das amostras

A solucao do extrato teste foi preparada dissolvendo 1 mg do extrato organico

seco em 125uL de alcool etilico absoluto.

3.3.3 Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao

microbicida minima (CMM)

Em uma microplaca de 96 pocgos foram adicionados 100 puL de meio MH ou
caldo RPMI-1640 em cada poco, de acordo com o microrganismo utilizado. A seguir,
20 pL da amostra solubilizada em etanol e 80uL de meio foram adicionados ao
primeiro pogo de cada fileira da placa. A diluicdo da amostra na microplaca comegou
a partir da transferéncia de 100 pL do primeiro pogo para 0s po¢os consecutivos, até
o ultimo poco, onde 100 pL foram desprezados, para que todos 0s po¢os contenham
100 pL. Apds a diluicao, 80 pL de meio MH ou caldo RPMI-1640 e 20 uL do inéculo,
previamente preparado, foram transferidos para todos 0s pogos, exceto para 0s
controles. O volume final em cada poco foi de 200 yL. Como controles positivos
foram utilizadas a amoxicilina e estreptomicina (10 — 0,078 pg.mL™) para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente, e o fluconazol (80 — 0,625
ng.mL?1) para leveduras. Além disso, o0 meio de cultura e os patdgenos foram
também empregados como controles.

O ensaio foi conduzido em triplicata, e as microplacas foram incubadas a
37°C por 22 horas, ap6s esse tempo foi adicionado 20 yL de revelador resazurina
0,2% por poco e a leitura foi realizada apos 2 horas de incubacdo. A presenca de
coloracao azul é indicativa de extrato com acdao inibitoria frente ao microrganismo
testado, e a coloragao rosa, evidencia que o microrganismo néo foi inibido com as
concentracdes testadas dos extratos (até 400 pg/mL?t) (SARKER; NAHAR;
KUMARASAMY, 2007). A concentracdo mais baixa, na qual ndo houve mudanca de

cor foi tomada como o valor de CIM.
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Para a avaliacdo da concentracdo microbicida minima (CMM) foram
utilizados, como inoculo, as solugdes dos pocos onde né&o houve crescimento
microbiano no teste de CIM, para amostras e antimicrobianos. Foram retirados 25 L
de cada poco e inoculados em placa de Petri com agar MH para bactérias ou agar
Sabouraud para levedura, e, posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. O crescimento bacteriano ou fangico na placa indica que o extrato néo
exerceu uma agao bactericida/fungicida. Caso contrario, a auséncia de crescimento

€ um indicativo de a¢éo bactericida/fungicida.

3.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Tendo em vista uma avaliacdo mais precisa da influéncia dos parametros
utilizados no processo de cultivo submerso de Lasiodiplodia sp., foi utilizado o
DCCR. Foi realizado um fatorial completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticdes
no ponto central, totalizando 17 ensaios. As variaveis independentes foram a
concentracao de fonte de carbono (sacarose e glicose) e a concentracdo da fonte de
nitrogénio (NaNOs). E como variavel dependente foi avaliada a massa de extrato
seco (EtOAc) expressa em mg. Os niveis foram definidos baseados em estudos que
visavam a biossintese de metabolitos secundarios a partir de fungos endofiticos
(ARORA; KAUR, 2019; CHAICHANAN et al.,, 2014; ENG et al., 2016; LIU et al.,
2015; QIAN et al., 2014). A Tabela 3 mostra os parametros utilizados no
planejamento, em valores codificados e reais, para os niveis inferior, central, superior

e pontos axiais.

Tabela 3 - Valores reais e codificados, e niveis dos fatores estudados no

planejamento.

Variaveis Cdédigo -1,68 -1 0 +1 +1,68
Glicose (g/L) X1 0 6 15 24 30
Sacarose (g/L) X2 0 6 15 24 30
NaNOs (g/L) X3 0,30 0,85 1,65 2,45 3

Fonte: DO AUTOR (2021).

O DCCR teve por objetivo otimizar o meio de cultivo do enddfito Lasiodiplodia
e selecionar o experimento com maior producdo do extrato organico acetato de etila,

apoOs secagem do solvente. Os cultivos submersos foram realizados em erlenmeyers
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de 500 mL contendo 100 mL do meio Czapek, (K2HPOa4: 1,0 g; MgS0O4.7H20: 0,5 g;
KCI: 0,5 g; FeS04.7H20: 0,01 g; extrato de levedura: 1,0 g; 4gua destilada: 1000
mL), variando as concentracOes das variaveis independentes de acordo com a
matriz do planejamento, e entdo distribuido em erlenmeyers, os quais foram
autoclavados. ApOs atingir a temperatura ambiente, aos meios de cultivo foram
inoculados dois discos de 5 mm de PDA com o fungo crescido e incubados em
estufa DBO, a 28°C, por 12 dias.

Para obtencdo da variavel dependente, EtOAc, o caldo obtido apds o cultivo
foi submetido a extracdo liquido-liquido com acetato de etila, como solvente
organico. A massa obtida foi utilizada para prosseguimento no planejamento
experimental.

Os resultados obtidos foram avaliados mediante a aplicagdo da ANOVA e foi
utilizado um modelo de segunda ordem (y = Bo + Bix1 + Ba2X2 + BizXiXz + Buixi® +
B22x2? +e). Utilizou-se o software Protimiza Experimental Design para as andlises
gréficas e de regressao. Os efeitos das variaveis independentes foram verificados,
para um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A analise incluiu o teste F calculado,
sua probabilidade associada p-valor (F), e coeficiente de determinagdo R?, que
mede o ajuste do modelo de regresséo aos dados experimentais.

A partir dos modelos de predicdo obtidos pelo DCCR foram determinadas as
melhores condicdes operacionais para a producdo de extrato. Nestas condicdes,
foram realizados ensaios, em triplicata, a fim de validar o modelo e determinar os
desvios entre os resultados preditos e experimentais.

Uma nova curva de crescimento foi realizada na condigdo otimizada, para se
determinar o melhor tempo de cultivo do fungo, para obtenc&o de maior quantidade

de extrato acetato-etilico com melhor atividade antimicrobiana.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 REPIQUE DO FUNGO Lasiodiplodia sp.

O género Lasiodiplodia pode ser cultivado em meio agar batata dextrose
(PDA) onde cresce rapidamente entre 20 a 30 °C, com micélios aéreos
moderadamente denso, de coloracdo branca (a) e apds aproximadamente 4 dias
com micélios aéreos espesso, de coloracdo cinza (b) (FIGURA 4). Em PDA, o
crescimento micelial, a pigmentacdo e a producdo de picnidio sdo amplamente
afetadas pelas concentracdes de dextrose no meio. Quanto maior a concentracao de
dextrose, maior a producdo de pigmentos e menor a formacéo de picnidio (QIAN et
al.,, 2014; ZHANG, 2014).

Figura 4 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em PDA.

Fonte: DO AUTOR (2020).
Legenda: a) crescimento fungico de Lasiodiplodia sp. em 02 dias em PDA.
b) crescimento fungico de Lasiodiplodia sp. em 04 dias em PDA.

4.2 CULTIVO SUBMERSO EM MODO ESTATICO E AGITADO DE Lasiodiplodia sp.

E imprescindivel a utilizacdo de metodologias confiaveis e convenientes para
avaliar o crescimento fungico. Entretanto, o crescimento de fungos endofiticos,
diferente de leveduras e bactérias, se apresenta na forma de hifas e ndo como
células isoladas, o que dificulta o emprego de técnicas usuais, como as contagens
de células viaveis (BERTRANDA, 2019; CAFEU et al., 2005). Langvad (1999)

descreve que o crescimento de fungos endofiticos em meio de cultura liquido pode
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ser medido através do aumento da massa seca dos micélios cultivados em

erlenmeyers tanto em modo agitado como estético.

4.2.1 Cultivo em modo estatico

O cultivo do endofito Lasiodiplodia sp., em meio Czapek em modo estatico em
estufa DBO, foi registrado ao longo de 27 dias. Os ensaios foram realizados em
triplicata e foi possivel observar que os micélios cresceram na superficie do meio
nos erlenmeyers, formando uma camada espessa de hifas emaranhadas (FIGURA
5).

A producdo de massa seca e a massa do extrato acetato de etila s&o
apresentados na Tabela 4. Os resultados mostram que os maiores rendimentos, em
massa seca de micélio fungico, ocorreram entre o 9° e 0 18° dia de cultivo e que a
massa maxima obtida foi de 862 mg com 18 dias de cultivo para 300 mL de caldo de
cultivo. No que se refere a producdo de massa seca do extrato acetato-etilico a
guantidade maxima foi de 154 mg com 12 dias de cultivo. Entretanto é importante
ressaltar que nem sempre o aumento no rendimento da massa seca do extrato
organico produzida é proporcional ao aumento da producdo de metabdlitos de
interesse (GARYALI; KUMAR; REDDY, 2014).

Figura 5 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em estufa DBO.

Fonte: DO AUTOR (2020).

Legenda: a) 9° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estatico.
b) 12° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estatico.
c) 15° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estético.
d) 18° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estatico.
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Tabela 4 - Massas seca dos micélios fungicos e massas seca dos extratos acetato-

etilicos de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em estufa DBO.

Tempo Extrato Volume _de caldo Massq seca do micélio Massa seca do
(dias) de cultivo (ml) fangico (mQ) extrato (mg)

03 ELd-1 300 390 + 54* 16

06 ELd-2 300 615 + 47* 58

09 ELd-3 300 835 + 40* 84

12 ELd-4 300 844 + 75* 154

15 ELd-5 300 860 + 80* 108

18 ELd-6 300 862 + 25* 89

21 ELd-7 300 701 + 65* 67

24 ELd-8 300 686 + 103* 61

27 ELd-9 300 480 + 78* 69

Fonte: DO AUTOR (2020).
* Média £ desvio padrao para 3 repeticoes

Com os dados da Tabela 4, foi possivel construir uma curva de crescimento
do fungo Lasiodiplodia sp. baseado na massa seca do micélio. As curvas de
crescimento descrevem a densidade das populacdes de células na cultura liquida ao
longo do tempo (RAM et al.,, 2019). O formato de uma curva de crescimento é
afetado, se ndo determinado, pela natureza do primeiro nutriente essencial esgotado
e pela capacidade do organismo em lidar com sua restricdo. Isso foi demonstrado
por estudos sistematicos envolvendo a bactéria Klebsiella pneumoniae (WANNER;
EGLI, 1990) e o fungo Gibberella fujikuroi (BORROW et al., 1961; BORROW et al.,
1964). Nos dois organismos, o primeiro nutriente empobrecido foi decisivo para o
progresso adicional da curva de crescimento.

De acordo com a literatura varios fatores influenciam o progresso de
crescimento microbiano, como a nhatureza e quantidade da fonte de carbono
utilizada, a sequéncia de esgotamento dos nutrientes, a reutilizagcdo de metabalitos
previamente excretados, nutrientes que cumpram fungcdes metabdlicas semelhantes
(por exemplo, potassio e sodio ou fontes de carbono diferentes) que podem se
substituir ou se complementarem, o estado fisiologico e morfolégico do inoculo e a
densidade celular (VRABL et al., 2019).

Uma curva de crescimento microbiano tipica € composta basicamente pela
fase lag, em que ocorre a adaptacdo do microrganismo no meio, ndo ha um grande

aumento populacional. A fase log, no qual ha um aumento populacional logaritmico
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ou exponencial. A fase estacionaria, na qual ha um equilibrio entre morte e producéo
celular, a interrupcdo do crescimento microbiano pode se dar pela cessacao de
nutrientes, mudancas no pH, producéo de metabolitos toxicos para a célula, dentre
outros, e a fase de declinio, onde o numero de células mortas ultrapassa o numero
de novas células (BERTRANDA, 2019; BUCHANAN, 1918; HAMILL et al., 2020;
WANNER; EGLI, 1990).

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. em meio estatico (FIGURA 6)
obtida, ndo apresenta visualmente a fase lag. A fase lag minima, para germinacéo de
conidios pode abranger algumas horas, se o fungo estiver em condi¢des de estresse
(HAMILL et al., 2020).

A partir da inoculacédo do fungo até o 9° dia (ELd-3) pode-se observar que a
curva apresentou uma inclinacdo acentuada, no qual, o crescimento flngico
exponencial € atribuido a fatores e condi¢des favoraveis, como a quantidade e a
natureza da fonte de carbono e de nitrogénio e outros nutrientes disponiveis (VRABL
et al., 2019), havendo também um acréscimo equiparavel relacionado a massa do
extrato acetato-etilico.

A fase estacionaria pode ser observada do 9° (ELd-3) ao 18° dia (ELd-6) com
0 apice de producdo de massa seca do micélio fungico. Nas condi¢des do estudo
pode-se sugerir que neste periodo, o fungo estd apto a produzir maiores
guantidades de massa seca de extrato acetato etilico na fase estacionaria, alguns
trabalhos reportam que os metabolitos secundarios sao produzidos frequentemente
guando o crescimento diminui ou cessa, devido a exaustao de nutrientes (RUIZ et
al., 2010; YIN et al., 2009; YIN; SUN, 2011). A partir do 18° dia, é possivel observar

um declinio do crescimento fungico e da producé&o de extrato.
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FIGURA 6 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek em
estufa DBO e producao de extrato acetato etilico
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Fonte: DO AUTOR (2020).

4.2.2 Cultivo em modo agitado

O cultivo do enddfito Lasiodiplodia sp., em caldo Czapek, em modo agitado
em shaker, foi registrado ao longo de 16 dias. Os ensaios foram realizados em
triplicata e foi possivel observar que os micélios cresceram no meio de cultura em
forma de granulos (FIGURA 7) em vez de filamentos, observados no cultivo estatico.
Em cultivos submersos, a agitacdo dos frascos faz com que haja mais oxigénio
disponivel para as células, influenciando no tamanho e na estrutura dos micélios
(IBRAHIM, 2015; SANKPAL; JOSHI; KULKARNI, 2001; VEITER; RAJAMANICKAM,;
HERWIG, 2018).

A producdo de biomassa seca e a massa do extrato acetato de etila sdo
apresentados na Tabela 5. Os resultados mostram que os maiores rendimentos,
relacionados a massa seca de micélio fungico foram do 4° ao 10° dia, e que a massa
maxima obtida foi de 1403 mg com 8 dias de cultivo. No que se refere a producéo de
massa seca do extrato acetato-etilico a quantidade maxima foi de 101 mg com 10
dias de cultivo, o que ndo garante o aumento da producdo de metabdlitos de
interesse (GARYALI; KUMAR; REDDY, 2014).

A agitacdo dos erlenmeyers onde os fungos foram inoculados possibilitou um
maior crescimento fangico em um menor intervalo de tempo, que pode ser

observado nas massas secas do micélio, entretanto, essa agitacdo nao influenciou
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positivamente a producdo de massa seca de extrato acetato-etilico.

Figura 7 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em shaker.

Fonte: DO AUTOR (2020).

Legenda: a) 4° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado.
b) 6° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado.
c) 8° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado.
d) 10° dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado.

Tabela 5 - Massas secas dos micélios fungicos e massas seca dos extratos acetato-

etilico de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em shaker.

Tempo Extrato Volume _de caldo Massa, seca do micélio Massa seca do
(dias) de cultivo (ml) fangico (mQ) extrato (mg)

02 ALd-1 300 536 + 88* 16

04 ALd-2 300 1302 + 260* 31

06 ALd-3 300 1311 + 189* 60

08 ALd-4 300 1403 + 409* 94

10 ALd-5 300 1294 + 127* 101

12 ALd-6 300 978 £ 177* 75

14 ALd-7 300 1096 + 42* 64

16 ALd-8 300 967 + 188* 47

Fonte: DO AUTOR (2020).
* Média * desvio padrao para 3 repeticoes

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado em modo agitado
(FIGURA 8), também n&o apresenta visualmente a fase lag. A partir da inoculagdo do
fungo até o 4° dia (ALd-2) pode-se observar que a curva apresentou uma inclinagcéao
acentuada, que comprova estas observacdes. Havendo também um acréscimo
equiparavel relacionado a massa do extrato acetato-etilico.

A fase estacionéaria pode ser observada do 4° (ALd-2) ao 10° dia (ALd-5). Nas
condicdes do estudo podemos determinar que o fungo esta apto a produzir maiores
guantidades de massa seca do extrato acetato-etilico na fase estacionaria, em

conformidade com estudos que demonstraram que metabdlitos secundarios séo
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produzidos frequentemente quando o crescimento do fungo diminui ou cessa (YIN et
al., 2009; YIN; SUN, 2011). Ap6s o 10° dia de cultivo, observou-se um declinio do

crescimento fangico e da producéo de extrato acetato-etilico.

FIGURA 8 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek em

shaker producéao de extrato acetato etilico.
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Fonte: DO AUTOR (2020).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS

Os extratos acetato-etilicos obtidos apds os cultivos foram analisados quanto
seu potencial antimicrobiano, o qual foi comparado aos parametros estabelecidos
por Holetz e colaboladores (2002) que se assemelham aos estabelecidos por Kuete
(2010) e Kuete e Efferth (2010), que determinam a atividade antimicrobiana de um
extrato vegetal como forte para CIM inferior a 100 pg.mL™, moderada para CIM entre
100 e 500 pg.mL?, fraca para CIM entre 500 e 1000 pg.mL™? e inativa para CIM
acima de 1000 pg.mL™.

Para o cultivo em modo estatico ndo houve inibicdo satisfatéria de todos os
extratos frente a Escherichia coli (CIM > 400 pg.mL™). Contudo, os extratos ELd-1,
ELd-2, e ELd-3 avaliados contra Staphylococcus aureus apresentaram consideraveis
valores de CIM entre 50-100 pg.mL?, classificados como atividade antimicrobiana
forte, de acordo com os critérios citados. Nas condicdes do estudo, a inibicdo do
crescimento do patdgeno foi devido ao efeito bacteriostatico do extrato (CMM > 400
ng.mL™) (TABELA 6).
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Em relacdo aos testes com levedura (Candida albicans), o extrato ELd-2 e
EdE-3 apresentaram valores de CIM (12,5-25 pg.mL-!) e CMM (25-50 pg.mL-1)
respectivamente, se destacando entre os extratos testados com um bom efeito
fungicida (TABELA 6). Os extratos ELd-1 (CIM 50-100 pug.mL™?) e ELd-4 e 5 com CIM
entre 100-200 pg.mL? (atividade antimicrobiana moderada), também se mostraram
promissores. Desta forma, os extratos ELd-2 (6° dia de cultivo) e ELd-3 (9° dia de
cultivo), se destacaram, apresentando a maior atividade antimicrobiana frente aos

patdgenos testados.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato etilico de Lasiodiplodia sp.

cultivado em meio Czapek em estufa DBO.

CIM (ug.mL™) CMM (ug.mL™)
Amostras . . . .
S. aureus E. coli C. albicans S.aureus E.coli C. albicans
ELd-1 50-100 >400 50-100 >400 >400 50-100
ELd-2 50-100 >400 12,5-25 >400 >400 25-50
ELd-3 50-100 >400 12,5-25 >400 >400 25-50
ELd-4 200-400 >400 100-200 >400 >400 200-400
ELd-5 200-400 >400 100-200 >400 >400 200-400
ELd-6 200-400 >400 200-400 >400 >400 >400
ELd-7 200-400 >400 >400 >400 >400 >400
ELd-8 >400 >400 >400 >400 >400 >400
ELd-9 200-400 >400 >400 >400 >400 >400
Antimicrobianos 0,078 -0,156 3,125-6,25 2,5-5 5-10 20-40 2,5-5

Fonte: DO AUTOR (2020).

E possivel observar que as amostras que apresentaram os melhores valores
para CIM (ELd-1, ELd-2, ELd-3), obtidas nos primeiros dias de cultivo do
Lasiodiplodia sp., exibiram resultados opostos para massa de extrato acetato-etilico,
com baixos valores, quando comparado aos demais. Entende-se entdo que, esse
intervalo de tempo de cultivo, de até nove dias, é interessante para a obtencdo de
compostos com atividade antimicrobiana, porém, € necessario a otimizacao do meio
de cultivo para obtencdo de maior rendimento do extrato acetato-etilico, visto que
sua atividade biolégica se mostrou promissora, mas seu rendimento foi baixo.

Os extratos acetato-etilicos obtidos no cultivo em modo agitado, também
foram analisados quanto a sua capacidade antimicrobiana. Os patdgenos utilizados

também foram S. aureus, E. coli e C. albicans. O extrato ALd-2, obtido no inicio do



51

cultivo, apresentou melhor valor de CIM (50-100) pug.mL* para a bactéria S. aureus,
os demais extratos também apresentam inibicéo frente a bactéria com CIM variando
na faixa de concentragcdo de 100-400 ug.mL?. O resultado da CMM mostrou que a
inibicdo ocorreu devido ao efeito bacteriostatico dos extratos. O cultivo em modo
agitado também néo gerou extratos organicos com atividade relevante contra E. coli
(CIM >400 pg.mL1), sugerindo que o fungo Lasiodiplodia sp. pode n&o estar
produzindo substancias capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-
negativas (TABELA 7).

No que se refere a C. albicans, ALd-1 e ALd-2 se destacaram, apresentando
CIM e CMM entre 25-50 ug.mL™?, com potencial atividade fungicida. Os extratos ALd-
3 e ALd-4 com CIM e CMM variando na faixa de concentra¢cdo de 100-400 pg.mL™,
também se mostraram promissores. A vista disso, o extrato ALd-2 (4° dia de cultivo)
se destacou, por apresentar a maior atividade antimicrobiana frente aos patdogenos

testados.

Tabela 7 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etilico de Lasiodiplodia sp.

cultivado em meio Czapek em shaker.

CIM (ug.mL™) CMM (ug.mL™)
Amostras
S. aureus E. coli C. albicans S.aureus E.coli C. albicans
ALd-1 100-200 >400 25-50 >400 >400 25-50
ALd-2 50-100 >400 25-50 >400 >400 25-50
ALd-3 100-200 >400 100-200 >400 >400 100-200
ALd-4 200-400 >400 100-200 >400 >400 200-400
ALd-5 200-400 >400 200-400 >400 >400 >400
ALd-6 200-400 >400 200-400 >400 >400 >400
ALd-7 200-400 >400 200-400 >400 >400 >400
ALd-8 200-400 >400 >400 >400 >400 >400
Antimicrobianos 0,078-0,156 3,125-6,25 2,5-5 5-10 20-40 2,5-5

Fonte: DO AUTOR (2020).

Assim como o0s extratos obtidos no cultivo em modo estatico, os extratos
obtidos no cultivo em modo agitado, também apresentaram inibicdo sobre os
patdgenos S. aureus e C. albicans. E possivel observar que as amostras que
apresentaram os melhores valores para CIM (ALd-1, ALd-2, ALd-3), obtidas nos

primeiros dias de cultivo do Lasiodiplodia sp., exibiram resultados opostos para
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massas de extrato acetato-etilico, com baixos valores, quando comparado aos
demais. Entende-se entdo que, esse intervalo de tempo de cultivo, entre seis e oito
dias, é interessante para a obtencdo de compostos com atividade antimicrobiana,
contudo, similar ao cultivo em modo estético, também €& necessério a otimizacdo do
processo para maximizar o rendimento do extrato acetato-etilico.

Os patégenos S. aureus e C. albicans apresentaram sensibilidade diante dos
extratos acetato de etila. Este resultado € promissor, visto que estes patdgenos sao
de grande importancia clinica. S. aureus é o agente etiolégico de uma ampla gama
de infec¢des clinicas, e apresenta capacidade de adquirir resisténcia aos agentes
antimicrobianos comumente usados (KONG; NEOH; NATHAN, 2016). A C. albicans
€ patégeno fungico oportunista mais comumente encontrado na populacdo em geral
e pode causar infeccOes sistémicas superficiais e potencialmente fatais (LI et al.,
2018; RODRIGUEZ-LEGUIZAMON et al., 2015), além disso, apresenta resisténcia a
agentes antifungicos, como azdis, polienos e equinocandinas, aumentando a
dificuldade do tratamento (GONG et al., 2017).

Os extratos ndo apresentaram atividades relevantes contra E. coli, inferindo
gue, nas condicdes do estudo, o enddfito Lasiodiplodia sp. pode ndo estar
produzindo substancias capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-
negativas, mesmo sendo cultivado sob agitacdo. Entretanto, deve-se considerar que,
por se tratar de extratos, ha mistura de substancias que podem estar interagindo de
forma antagonista ou sinérgica (CAESAR; CECH, 2019). Por este motivo, 0s
extratos devem ser submetidos a fracionamentos para posterior purificacdo dos
compostos, de forma que se possa avaliar com maior confiabilidade sua acgéo
antimicrobiana.

Os extratos obtidos no cultivo em modo estético se destacaram com maiores
massas de extratos organicos e melhores atividades antimicrobianas. Nessa forma
de cultivo ha escassez de oxigénio no meio de cultura, o que geralmente resulta em
inibicdo de crescimento do microrganismo, e consequentemente, um aumento na
producdo de metabdlitos secundéarios (CLARK; LANGLEY; BUSHELL, 1995), os
guais sao responsaveis pelas atividades observadas. Foi exatamente o que se pbéde
verificar através destes experimentos: o cultivo realizado em modo agitado
possibilitou maior crescimento microbiano, enquanto, o cultivo realizado em modo
estatico forneceu menor crescimento do fungo, porém, as massas de extratos

organicos foram sutilmente maiores, com melhores resultados contra os patdégenos
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avaliados. Gamboa-Suasnavart e colaboladores (2018) descrevem que quando héa
alta disponibilidade de oxigénio no meio de cultura, a fonte de carbono é utilizada
principalmente para producdo de biomassa, mas quando o oxigénio é limitado, a
producdo de metabdlitos secundarios se destaca.

Optou-se em dar continuidade ao trabalho realizando os cultivos dos fungos
em modo estatico, no intervalo de tempo onde houve bons resultados para producéo
de extrato orgéanico e atividade antimicrobiana. Desta forma, foi selecionado o tempo
de 12 dias de cultivo, onde a massa de extrato organico foi a maior (154mg/300mL
caldo), e apesar de nao ter sido a melhor atividade antimicrobiana detectada, tal
extrato apresentou boa inibicdo frente aos patdégenos. Esse periodo de 12 dias de
cultivo é referente a fase estacionaria do crescimento do Lasiodiplodia sp., e 0
metabolismo secundario do fungo é, frequentemente, ativado nessa fase, onde ha
esgotamento de nutrientes (AYED et al., 2015; HORAK et al., 2019; RUIZ et al.,
2010; YIN et al., 2009; YIN; SUN, 2011).

As substancias produzidas pelo fungo podem estar atuando de forma
antagonica, isto é, ao estarem no mesmo meio, podem afetar a atividade de forma
negativa (CAESAR; CECH, 2019). Ao se realizar a purificagdo ou enriquecimento
dos compostos por técnicas de separagcdo, existe a possibilidade de se restaurar,
melhorar a atividade observada, em contrapartida, na pior das hipéteses, é possivel
também, perder a atividade biolégica encontrada.

Deve-se levar em consideracdo também o cultivo em modo estatico por 9
dias, onde houve a maior atividade antimicrobiana, e a massa do extrato organico
obtida foi de 84mg/300mL caldo. Em geral, os resultados obtidos das massas dos
extratos organicos foram baixos, esse baixo rendimento é comumente observado em
extratos organicos (YIN; SUN, 2011), evidenciando a necessidade da otimizacdo das
condicbes do processo de cultivo para aumentar a producdo do extrato acetato

etilico.

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As condicOes experimentais do planejamento fatorial completo com trés
fatores, seis pontos axiais e trés repeticbes no ponto central, os resultados
experimentais, preditos e os desvios relativos sdo apresentados na Tabela 8. Os

pontos centrais fornecem graus adicionais de liberdade para estimativa de erro, o
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gue aumenta a eficiéncia ao testar a significancia dos efeitos (ALVES et al., 2010).

Tabela 8 - Resultados do planejamento fatorial completo 23, com 6 pontos axiais e 3

repeticdes no ponto central.

_ Variaveis independentes (g/L) Resposta (mg) Desvios
Ensaios - - relativos
Glicose (x1) Sacarose (x2) NaNO;s (x5) EtOAc (Y) Valores Preditos
1 -1(6) -1(6) -1(0,85) 35 78 22,6
2 +1(24) -1(6) -1(0,85) 154 123 22,7
3 -1(6) +1(24) -1(0,85) 135 162 22,7
4 +1(24) +1(24) -1(0,85) 182 207 22,7
5 -1(6) -1(6) +1(2,85) 31 21 22,7
6 +1(24) -1(6) +1(2,45) 72 66 22,6
7 -1(6) +1(24) +1(2,45) 124 105 22,7
8 +1(24) +1(24) +1(2,45) 139 150 22,7
9 -1,68(0) 0(15) 0(1,65) 40 21 30,8
10 +1,68(30) 0(15) 0(1,65) 91 96 30,7
11 0(15) -1,68(0) 0(1,65) 30 37 30,7
12 0(15) +1,68(30) 0(1,65) 200 179 30,7
13 0(15) 0(15) -1,68(0) 290 236 18,9
14 0(15) 0(15) +1,68(3) 140 140 18,9
15 0(15) 0(15) 0(1,65) 152 188 13,0
16 0(15) 0(15) 0(1,65) 184 188 13,0
17 0(15) 0(15) 0(1,65) 186 188 13,0

Fonte: DO AUTOR (2021).

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a normalidade da variavel
resposta (EtOAc), e o valor obtido foi p=0,259 (FIGURA 9) indicando que n&o houve
diferenca significativa da curva apresentada pelos valores da variavel resposta de

uma curva de distribuigdo normal.



Figura 9 - Histograma para extrato acetato-etilico seco.
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Com os resultados obtidos nos ensaios, os coeficientes de regresséo foram

calculados. Os termos lineares e quadraticos, exceto x3?, foram estatisticamente

significativos para o nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (TABELA 9). Os termos

lineares de glicose e sacarose apresentam valores positivos, demonstrando que ha

um aumento no rendimento do processo com a mudanca do menor nivel para o

maior nivel, ja seus termos quadraticos e o termo linear de NaNOs apresentaram

valores negativos, demonstrando que ha perda no rendimento do processo com a

mudanga do menor nivel para o maior nivel. O Diagrama de Pareto (FIGURA 10)

ilustra os dados exibidos na Tabela 9.

Tabela 9 - Coeficientes de regressdo obtidos para o DCCR, usando um nivel de

significancia de 5 %.

Coeficientes Erro padréo p-valor

Média 175,31 16,82 0,0000
X1 22,54 7,90 0,0246
X1 -42,86 8,69 0,0017
X2 42,02 7,90 0,0011
X2? -25,36 8,69 0,0224
X3 -28,72 7,90 0,0083
X3? 9,99 8,69 0,2879
X1.X2 -12,25 10,32 0,2738
X1.X3 -13,75 10,32 0,2244
X2.X3 4,00 10,32 0,7098

Fonte: DO AUTOR (2021).
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Figura 10 - Diagrama de Pareto.
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Fonte: DO AUTOR (2021).

As interagcdes que nao apresentaram efeito significativo (p > 0,05) foram
desconsideradas durante a regressao e eliminadas do modelo final. Os coeficientes
foram entéo recalculados e o0 modelo gerado e a respectiva tabela de ANOVA sé&o

apresentados na Equacéo 1 e Tabela 10.
EtOAc (Y) = 188,08 + 22,54 X, - 45,81 x42 + 42,02 X, - 28,31 X,2 - 28,72 X3 (Eq)

Analisando a Tabela 10 verifica-se que a regressdo foi significativa
(p<0,0002). Quanto mais préximo o valor de R ? estiver de 1,00, mais forte sera o
modelo e melhores seréo as previsdes de resposta. Neste estudo, obteve-se o valor
de R 2 de 0,88, que descreve 88% dos dados experimentais, indicando que o modelo
€ significativo e se ajusta adequadamente aos dados experimentais. O valor obtido
para o Fcalc. (16,0) foi cinco vezes maior que o Frab. (3,20), demonstrando que além
de significativo o modelo também é preditivo, possibilitando a constru¢do da

superficie de resposta para a analise dos resultados por superficie.
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Tabela 10 - ANOVA para o DCCR, utilizando somente os coeficientes de regressao

estatisticamente significativos a 5 % de significancia.

Fonte de Somados Graus de Quadrado = p-valor
variacao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 72403,8 5 14480,8 16,0 0,00010
Residuos 9928,5 11 902,6
FA""j'L";tdee 9200,5 9 1022,3 2,8 0,29014
Erro puro 728,0 2 364,0
Total 82332,2 16

Fonte: DO AUTOR (2021).
% variagéo explicada (R?) = 87,94% Fraps:11.05 = 3,20

Os resultados experimentais do planejamento e os resultados preditos pelos
modelos estatisticos sdo apresentados no Figura 11, possibilitando uma melhor
visualizacdo e comparacao entre os dados de cada ensaio. Os experimentos que
apresentaram maiores desvios relativo, em relagcdo ao valor predito pelo modelo,
foram os ensaios de numero 9, 10, 11 e 12. Nestes pontos do planejamento, ha
variagdo na concentracdo de glicose (x1) e sacarose (x2), do menor para 0 maior
nivel, inferindo que as condi¢cdes extremas de concentracdo das fontes de carbonos
favoreceram os maiores desvios entre os resultados experimentais e preditos pelo

modelo.

Figura 11 - Resultados experimentais e preditos para a produ¢cdo de massa seca do

extrato.
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Fonte: DO AUTOR (2021).



58

O planejamento experimental possibilitou determinar as melhores
concentracbes das variaveis independentes para constituicdo do meio cultivo,
permitindo a obtengdo de uma maior quantidade de extrato seco acetato de etila.
Para tal, foi utilizado andlise de superficie de resposta, baseando-se na equacao
gerada pelo DCCR (Eq. 1). A figura 12 mostra as superficies de resposta e as curvas
de contorno para o modelo de producdo de massa de extrato, levando em
consideracgéo as variaveis independentes (X1, X2 € X3).

E possivel verificar através das superficies e curvas de contorno que a
producdo de massa seca de extrato é afetada pela concentracdo de glicose, com
faixa otima de 14 a 17 g.L! e de sacarose com faixa 6tima de 23 a 26 g.L™. A faixa
6tima de concentragdo NaNOs esteve abaixo de 1 g.L Y. Em baixas concentragdes
de sacarose e/ou glicose a producdo do extrato é afetada negativamente,

independente da concentragdo NaNOs.

Massa extatos acetato-e8icos (Y., mg)
EEEEEERE S

¥ ¥ B

Massa extratos acetato-eticos (Y, mg)
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Fonte: DO AUTOR (2021).

Legenda: a) Superficies de resposta funcdo da concentracéo de glicose e sacarose.
b) Curva de contorno em fung&o da concentracdo de glicose e sacarose.
c¢) Superficies de resposta em funcdo da concentracdo de glicose e NaNOg.
d) Curva de contorno em fungéo da concentragéo de glicose e NaNOs.
e) Superficies de resposta em fungéo da concentracdo de sacarose e NaNOs.
f) Curva de contorno em funcgéo da concentragdo sacarose e NaNOg.

No presente estudo, buscou-se maximizar a producao dos extratos acetato de
etila, com melhores atividades antimicrobianas, sintetizados pelo enddfito
Lasiodiplodia sp. A fonte de carbono e a fonte de nitrogénio desempenham papéis
significativos na sintese de metabdlitos secundarios de diferentes fungos
endofiticos. Seus tipos e concentracdes tém efeito sobre a producdo de metabdlitos
secundarios (ZHANG et al., 2017).

A influéncia da concentracdo da fonte de nitrogénio (NaNOz3s) foi analisada e
pode-se observar que ndo afetou a producédo de extrato, de modo efetivo. Esse
resultado € contrastante a estudos que demonstram que a fonte de nitrogénio e sua
concentracéo interfere de forma direta na producédo de metabdlitos secundarios pela
espécie L. theobromae (DHANDHUKIA; THAKKAR, 2008, 2007; ENG et al., 2016).
Porém, deve ser ressaltado que a influéncia de NaNOs pode néo ter tido papel
crucial na producao de extrato, devido a presenca de extrato de levedura, outra fonte
de nitrogénio, no meio de cultivo.

No que diz respeito a influéncia da concentracdo da fonte de carbono, a
producdo de extrato acetato de etila foi afetada diretamente. A sacarose foi
acrescentada no meio de cultivo, e influenciou positivamente a producdo de
metabolitos pelo fungo, em concordancia com o trabalho apresentado por
Dhandhukia e Thakkar (2007) que descreveram um aumento na producdo de

metabolitos quando € adicionada sacarose ao meio de cultivo. Uma concentracdo
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intermediaria de glicose (comparada ao meio Czapek) favorece a producdo de
extrato. A maioria dos fungos filamentosos é capaz de metabolizar diferentes fontes
de carbono, mas o acucar preferido € a glicose, que fornece energia rapida para seu
crescimento (ADNAN et al., 2018). No entanto, altas concentracdes podem afetar
negativamente a producdo de metabolitos secundarios (BARBORAKOVA et al.,
2012; DEMAIN, 1989; INOUE et al., 2007; VERMA; LAL; DEBNATH DAS, 2017),
uma vez que eles sdo produzidos em momentos de estresse.

Os ensaios também foram avaliados em relacdo a sua atividade
antimicrobiana (TABELA 11) frente a cepas de S. aureus e C. albicans, essa
resposta nao foi analisada pelo software Protimiza, porém, também foi considerada
para escolha das melhores condi¢cdes de cultivo. O ensaio 4 apresentou elevado
efeito fungicida frente a C. albicans apresentando valor de CIM e CMM 25-50 pg.mL"
1 também apresentou efeito bacteriostatico com CIM de 100-200 ug.mL™?, frente a S.

aureus.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etilico de Lasiodiplodia sp.

_ MIC (ug.mL-%) MMC (ug.mL-%)
Ensaio . .
S. aureus C. albicans S. aureus C. albicans
1 200-400 100-200 >400 200-400
2 200-400 50-100 >400 50-100
3 200-400 25-50 >400 50-100
4 100-200 25-50 >400 25-50
5 100-200 100-200 >400 100-200
6 100-200 25-50 >400 50-100
7 200-400 50-100 >400 100-200
8 200-400 50-100 >400 50-100
9 200-400 200-400 >400 >400
10 100-200 100-200 >400 100-200
11 100-200 >400 >400 >400
12 100-200 50-100 >400 100-200
13 100-200 100-200 >400 100-200
14 200-400 50-100 >400 100-200
15 200-400 50-100 >400 100-200
16 200-400 50-100 >400 100-200
17 200-400 50-100 >400 100-200
Antimicrobianos 0,078-0,156 2,5-5 5-10 2,5-5

Fonte: DO AUTOR (2021).
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Foi possivel determinar, a partir das analises da superficie de resposta, as
condicdes de cultivo em que se obtém uma maior massa de extrato acetato etilico.

Tais condi¢des séo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Condicdes de processo onde ocorre maior resposta para a producéo de

extrato.
Variaveis Nivel
Glicose (g/L) 15,0
Sacarose (g/L) 24,0
NaNOs (g/L) 0,85
K2HPO, (g/L) 1,0
MgS0,.7H.0 (g/L) 0,5
KCL (g/L) 0,5
FeSO,. 7H.0 (g/L) 0,01
Extrato de levedura (g/L) 1,0

Fonte: DO AUTOR (2021).

O modelo estatistico e a equacao de regressao foram validadas, por meio de
ensaios experimentais realizados em triplicata, utilizando-se as condi¢cdes de ponto
otimo preditas pelo modelo apresentados na Tabela 13. Os ensaios 4 e 12 também
foram validados por apresentaram importantes atividades antimicrobianas. Os
extratos obtidos nos ensaios 4, 12 e ponto 6timo foram analisados quanto a sua
capacidade antimicrobiana (TABELA 13).

Em concordancia com os resultados preditos, os resultados experimentais
foram satisfatorios, apresentando boa producado de extrato, nas condi¢cfes testadas,
validando experimentalmente os resultados obtidos e demonstrando que o processo
possui reprodutibilidade.

Os patdgenos testados na atividade antimicrobiana foram S. aureus e C.
albicans. De modo geral, todos os ensaios apresentaram satisfatoria inibicao frente a
esses microrganismos, evidenciando a relevancia do fungo Lasiodiplodia sp. para a
producdo de compostos com atividades antimicrobianas. Os ensaios exibiram efeito
bacteriostatico com valores de CIM entre 50-100 pg.mL™. E exibiram valores
fungicida, com concentra¢des microbicidas variando de 50 a 200 pug.mL™, indicando
otimos resultados se considerarmos que séo extratos, como citado anteriormente por

Holetz e colaboladores (2002).
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Tabela 13 - Massas dos extratos obtidos e atividades antimicrobianas para o0s

ensaios 4, 12 e ponto 6timo.

Ensaios eXt?/;?gs(?ng) CIM (ug.mL™Y) CMM (ug.mL-1)
S.aureus C.albicans S. aureus C. albicans
4 190+19* 50-100 50-100 >400 100-200
12 206+50* 50-100 50-100 >400 50-100
Ponto 6timo 251+48* 50-100 50-100 >400 100-200
Antimicrobianos 0,078-0,156 2,5-5 5-10 2,5-5

Fonte: DO AUTOR (2021).
* Média £ desvio padrao para 3 repeticées

Uma variedade de metabolitos secundarios de baixo peso molecular séo
produzidos por fungos, dentre o0s exemplos de metabodlitos fangicos
biotecnologicamente relevantes incluem os antibidticos (BORUTA, 2018). A natureza
de sua formacdo é certamente genética, mas a expressdo pode ser muito
influenciada por condicdes ambientais. A sintese de antibidticos é frequentemente
provocada pela exaustdo de um nutriente, adicdo de um indutor e/ou por uma
diminuicdo na taxa de crescimento do microrganismo (BIBB, 2005; UPADHYAY;
BHATTACHARYYA; RAY, 2020).

Os fungos sintetizam antibidticos em resposta a estresses fisiol6gicos, como
limitacdo de nutrientes (fontes de carbono, nitrogénio, sais) (JAIN; GUPTA, 2012;
PAPAGIANNI, 2004; SANCHEZ et al., 2010). Neste estudo, concentragbes de fontes
de carbono e de uma fonte de nitrogénio influenciaram a producéo de extratos com
atividades antimicrobianas. O ponto 6timo de cultivo de Lasiodiplodia sp., para
producdo de extrato, exibiu consideravel atividade antimicrobiana frente aos
patdgenos testados. Esses resultados demonstram o grande potencial de producéao
de metabalitos bioativos nessas condi¢cOes especificas. Dado que, os resultados da
atividade sao relatados para o extrato bruto, que podem ser aprimoradas com seu

fracionamento.

4.4.1 Cultivo em meio otimizado

O cultivo do enddfito Lasiodiplodia sp., em meio otimizado, foi realizado por
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15 dias. Os ensaios foram feitos em triplicata e a producdo de massa seca do
micélio fungico e do extrato acetato de etila sdo apresentados na Tabela 14. Os
resultados mostram que os maiores rendimentos, relacionados a massa seca de
micélio fungico aparecem entre o 4° e o 8° dia, e que a massa maxima obtida foi de
699 mg com 8 dias de cultivo. No que se refere a producdo de massa seca do
extrato acetato-etilico a quantidade maxima foi de 284 mg com 12 dias de cultivo.

O fungo quando cultivado em meio de cultivo otimizado teve crescimento
inferior ao observado no cultivo em meio Czapek padrédo. Portanto, é possivel inferir,
gue favorecendo o crescimento do fungo, através dos constituintes do meio, ha uma

menor biossintese de metabolitos secundarios.

Tabela 14 - Massas dos extratos acetato de etila e do micélio fungico para as

condi¢des otimizadas.

Tempo Extrato Volume _de caldo Massa} seca do micélio Massa seca do
(dias) de cultivo (ml) fangico (mg) extrato (mg)

01 POLd-1 300 61+ 2* 7

02 POLd -2 300 169 + 65* 13

03 POLd -3 300 482 +117* 17

04 POLd -4 300 618 + 119* 52

05 POLd -5 300 636+ 162* 62

06 POLd -6 300 613 £ 7* 76

07 POLd -7 300 655 + 40* 71

08 POLd -8 300 699 + 8* 84

09 POLd -9 300 593 + 126* 144

10 POLd -10 300 522+ 35* 173

11 POLd -11 300 581 + 157* 180

12 POLd - 12 300 470 + 6* 284

13 POLd - 13 300 453 + 7* 275

14 POLd - 14 300 471 + 45* 261

15 POLd - 15 300 517 + 58* 247

Fonte: DO AUTOR (2021).
* Média * desvio padrao para 3 repeticdes

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. obtida em meio otimizado
(FIGURA 13) apresenta a fase estacionéria a partir do 4° (POLd-4) até 11° dia de

cultivo (POLd-11). A quantidade de massa seca do extrato acetato-etilico produzida
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nesse intervalo € aumentada. Depois do 11° dia de cultivo, foi possivel observar um
declinio do crescimento fungico e um aumento acentuado da producdo de extrato

acetato-etilico.

Figura 13 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado em meio otimizado

em estufa DBO
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Fonte: DO AUTOR (2021).

E evidente que as necessidades nutricionais apresentam importantes funcées
durante a biossintese de metabdlitos em microrganismos (YU et al., 2008). Dentre os
nutrientes, as fontes de carbono e nitrogénio séo consideradas importantes fatores
do metabolismo. H4 na literatura, relatos de otimizagdo na producdo de metabdlitos
secundarios por meio da alteracdo das concentracfes e dos constituintes do meio
(BHATTACHARYYA; JHA, 2011; NOMILA MERLIN et al.,, 2013). Comparando a
producdo de extrato em dias iguais de cultivo do Lasiodiplodia sp. foi possivel
observar o aumento significativo no rendimento, ap0s a otimizagcdo do processo
(FIGURA 14). A massa do extrato obtido 12° dia de cultivo apresentou um aumento
de 84% em seu rendimento, evidenciando a eficiéncia da metodologia de superficie

de resposta, na otimizagao de processos.
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Figura 14 - Comparacdao da producédo de extrato acetato etilico em meio Czapek

padrdo e meio otimizado.
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Fonte: DO AUTOR (2021).

Os extratos acetato-etilicos obtidos, foram analisados quanto a sua
capacidade antimicrobiana. Os patégenos utilizados também foram S. aureus e C.
albicans (TABELA 15). Os extratos POLd-4, POLd-5, POLd-6, POLd-7, POLd-8,
POLd-10, POLd-11, POLd-12 e POLd-13 apresentaram melhores valores de CIM
(50-100) pg.mL* para a bactéria S. aureus, os demais extratos também apresentam
inibicdo frente a bactéria com CIM variando na faixa de concentracdo de 100-400
png.mL?. O resultado da CMM mostra que a inibicdo se deu devido ao efeito
bacteriostatico dos extratos.

Para C. albicans, POLd-5 e POLd-6 se destacaram com melhores valores de
CIM (12,5-25 pug.mL™Y), a inibicdo foi devido ao efeito fungicida exibido por esse
extrato (CMM de 25-50 pug.mL™) os demais extratos também apresentaram boa
inibicdo no crescimento do patdégeno, e apenas os extratos POLd-1 e POLd-2 nao
apresentaram efeito microbicida na faixa de concentrag&o testada (CMM>400).

Esses resultados confirmam que o enddfito Lasiodiplodia sp. isolado do ipé é
um bom produtor de compostos com atividades antimicrobianas, indicando um

potencial promissor contra patdbgenos Gram-positivos e leveduras.
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Tabela 15 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etilico de Lasiodiplodia sp.

cultivado em meio otimizado.

CIM (ug.mL™) CMM (ug.mL™)
Amostras ) ]
S. aureus C. albicans S.aureus C. albicans
POLd-1 200-400 200-400 >400 >400
POLd -2 200-400 200-400 >400 >400
POLd -3 200-400 50-100 >400 100-200
POLd -4 50-100 25-50 >400 50-100
POLd -5 50-100 12,5-25 >400 25-50
POLd -6 50-100 12,5-25 >400 25-50
POLd -7 50-100 25-50 >400 25-50
POLd -8 50-100 25-50 >400 25-50
POLd -9 100-200 25-50 >400 50-100
POLd -10 50-100 25-50 >400 50-100
POLd -11 50-100 25-50 >400 50-100
POLd - 12 50-100 50-100 >400 50-100
POLd - 13 50-100 50-100 >400 100-200
POLd - 14 100-200 100-200 >400 100-200
POLd - 15 100-200 100-200 >400 100-200
Antimicrobianos 0,078 -0,156 2,5-5 5-10 2,5-5

Fonte: DO AUTOR (2021).

Ao analisar a producdo e a atividade antimicrobiana dos extratos acetato
etilicos obtidos em meio de cultivo otimizado, ao decorrer de 15 dias é possivel
verificar que o aumento na producdo do extrato ndo apresentou relevante
interferéncia na atividade antimicrobiana dos mesmos. O fungo, em cultivo por 12
dias, continuou exibindo a maior massa de extrato organico (284mg/300mL caldo), e
apesar de néo ter sido a melhor atividade antimicrobiana observada, apresentou boa
inibicdo frente aos patdégenos. Ao se realizar a purificacdo ou enriguecimento dos
compostos por técnicas de separacdo, existe a possibilidade de se restaurar, ou
melhorar a atividade observada. GOmez e colaboradores (2021) apresentam
resultados onde o fracionamento dos extratos brutos melhorou significativamente a
atividade antibacteriana e antifungica, destacando o fracionamento de extratos
obtidos com acetato de etila. As substancias produzidas pelo fungo podem estar
atuando de forma antagonica, isto €, ao estarem no mesmo meio, podem afetar a
atividade de forma negativa (CAESAR; CECH, 2019).
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5 CONCLUSOES

O modo de cultivo do enddfito Lasiodiplodia sp. realizado em modo estatico e
em modo agitado possibilitou determinar que a obtencdo de maior quantidade de
massa de extrato acetato-etilico seco foi através do cultivo em modo estatico por um
periodo de 12 dias. Afim de aumentar a producédo de extrato acetato-etilico seco a
metodologia de superficie de resposta foi empregada na otimizacdo das condicfes
do meio de cultivo, e possibilitou aumento de 84% na producado de extrato, variando
as concentracdes da fonte de carbono e nitrogénio presentes no meio. Os extratos
sintetizados pelo enddfito Lasiodiplodia sp. isolado do ipé roxo apresentaram
eficiente inibicdo no crescimento de S. aureus e C. albicans sugerindo a presenca de
substancias com potencial atividade antimicrobiana para possiveis aplicagces

biotecnoldgicas.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitam o desenvolvimento de

futuras pesquisas como, por exemplo:

a) fracionamento dos extratos acetato etilico obtidos a partir dos diferentes meios de
cultivo do enddfito Lasiodiplodia sp.;

b) isolamento de substancias presentes nos extratos;

c) comparacdo entre os metabdlitos presentes em cada extrato através de técnicas
espectroscépicas como RMN e EM,;

d) avaliacdo da atividade antimicrobiana das substancias puras isoladas, apds o
fracionamento dos extratos acetato de etila;

e) otimizacdo de outros componentes/variaveis do meio de cultivo do fungo, para
verificar se haveriam outros fatores que influenciariam o rendimento de extratos
organicos, como: pH, temperatura, concentracdo de componentes nao avaliados

neste trabalho.
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