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RESUMO

A crescente resisténcia microbiana tem contribuido para um aumento na busca
global por novos agentes antimicrobianos. O impacto gerado pela resisténcia
microbiana tem ocasionado um aumento nos custos com a saude, além de elevar
as taxas de mortes. Os biofilmes bacterianos sao responsaveis pelo agravamento
em diversas doencas e estdo associados a diversas infeccOes hospitalares.
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa estdo presentes em infeccoes
hospitalares comprometendo significativamente a condi¢gdo dos pacientes
acometidos por doencas como fibrose cistica, pneumonia além de infectarem
dispositivos médicos. Diante disso, este trabalho objetivou isolar e identificar
microrganismos endofiticos da Caatinga, caracterizar seus metabolitos e avaliar a
capacidade destas moléculas de atuarem contra os biofilmes de patogenos de
importancia médica. Um modelo de biofilme foi utilizado para avaliar a inibi¢do e
erradicagao do biofilme de S. aureus e P. aeruginosa. A caracterizagdo das
moléculas foi realizada por UPLC-MS/MS. As moléculas tiveram a sua toxicidade
avaliadas pelo modelo de larvas Galleria mellonella. A identificacdo dos
microrganismos endofiticos isolados foi realizada por técnicas de biologia
molecular. Como resultado, a coleta dos microrganismos resultou no isolamento
de 69 endofiticos sendo em sua maioria pertencentes a familia Aspergilaceae. Dois
endofiticos isolados, Alternaria burnsii € Penicllium chermesinum, tiveram seus
extratos fracionados em colunas de C18 e apresentaram fragdes ativas para
atividade antibidtica e Antibiofilme contra S. aureus e P. aeruginosa. O extrato
metanodlico de micélio do endofitico 4. burnsii apresentou toxicidade na
concentragao de 100 mg/Kg, mas ndo em 50 mg/Kg, enquanto seu extrato de
acetato de etila ndo foi toxico na concentragao de 100 mg/Kg. As fragdes do extrato
de micélio e o extrato de acetato de etila do endofitico P. chermesinum
apresentaram toxicidade em ambas as concentragdes avaliadas (100 mg/Kg e 50
mg/Kg). De acordo com os resultados obtidos demonstramos a biodiversidade de
endofiticos presentes em plantas da Caatinga, bem como ressaltamos o potencial
desse bioma em produzir moléculas bioativas na inibicdo do biofilme de

importantes bactérias patogénicas. Além disso, este trabalho também trouxe pela



primeira vez o relato de moléculas que até entdo nao haviam sido reportadas em
espécies de A. burnsii bem como demonstramos pela primeira vez as atividades

antibiofilme destas moléculas.

Palavras - chave: Caatinga, produtos naturais, microrganismos endofiticos,

fungos endofiticos, metabolitos secundarios, biofilmes bacterianos.






ABSTRACT

Growing microbial resistance has contributed to an increase in the global search
for new antimicrobial agents. The impact generated by microbial resistance has
impacted and increased health costs, in addition to increasing death rates. Bacterial
biofilms are responsible for the aggravation of several diseases and are associated
with several nosocomial infections. Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa are present in hospital infections, significantly compromising the
condition of patients affected by diseases such as cystic fibrosis and pneumonia,
in addition to being present in medical devices. Therefore, this work aimed to
isolate and identify endophytic microorganisms from the Caatinga, characterize
their metabolites and evaluate the ability of these molecules to act against biofilms
of pathogens of medical importance. A biofilm model was used to evaluate biofilm
inhibition and eradication of S. aureus and P. aeruginosa. The characterization of
the molecules was performed by UPLC-MS/MS. The molecules had their toxicity
evaluated by the model of Galleria mellonella larvae. The identification of isolated
endophytic microorganisms was performed using molecular biology techniques.
As a result, the collection of microorganisms resulted in the isolation of 69
endophytes, most of which belong to the Aspergilaceae family. Two isolated
endophytes, Alternaria burnsii and Penicllium chermesinum, had their extracts
fractionated on C18 columns and showed active fractions for antibiotic activity
and antibiofilm against S. aureus and P. aeruginosa. The methanolic extract of
mycelium from the endophytic A. burnsii showed toxicity at a concentration of
100 mg/Kg, but not at 50 mg/Kg, while its ethyl acetate extract was not toxic at a
concentration of 100 mg/Kg. The fractions of the mycelium extract and the ethyl
acetate extract of P. chermesinum showed toxicity in the larval models at both
evaluated concentrations (100 mg/Kg and 50 mg/Kg). According to the results
obtained, we demonstrated the biodiversity of endophytes present in Caatinga
plants, as well as highlighting the potential of this biome to produce bioactive
molecules to inhibit the biofilm of important pathogenic bacteria. In addition, this

work also brought for the first time the report of molecules that until then had not



been reported in 4. burnsii species, as well as demonstrated for the first time the

antibiofilm activities of these molecules.

Keywords: Caatinga, natural products, endophytic microorganisms, fungal

endophytic, secondary metabolites, bacterial biofilms.
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Desde a descoberta inicial da penicilina por Flemming em 1929, a busca
por moléculas bioativas obtidas de produtos naturais aumentou significativamente
com o passar dos anos, sendo que cerca de 48% dos medicamentos antibacterianos
aprovados sdao derivados dos produtos naturais e 26% sdo totalmente sintéticos
(NEWMAN e CRAGG, 2020). Os produtos naturais sdo fontes medicamentosas
desde muito tempo atrds, um dos primeiros relatos de uso de plantas medicinais
pelo homem foi relatado no papiro de Ebers que descreve cerca de 100 doengas e
seus tratamentos a partir de drogas vegetais e animais (PINTO et al., 2002). Desta
forma eles fazem parte da cultura popular como op¢do aos tratamentos para

diversas doencas (HARVEY, 2000; NOBRE-JUNIOR, 2005).

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior dos
vegetais, sendo um grupo de microrganismos pouco estudados e que se apresentam
como fontes naturais promissoras na busca por moléculas com potencial bioativo
contra diversos alvos, entre eles estd a busca por compostos ativos contra bactérias
patogénicas de importancia médica (CHAPLA, 2010). A resisténcia microbiana
vem preocupando cada vez mais 0 mundo inteiro por dois motivos principais: (1)
pelo elevado nimero de mortes causadas por infecgdes microbianas € o impacto
que esta resisténcia causa em doencas e (i1) pelos custos que geram para o setor da
saude (OMS, 2014). A busca urgente por moléculas antimicrobianas ¢ motivada
por essa crescente resisténcia bacteriana que aumenta com o passar dos anos e que
preocupa a comunidade pois caso nenhuma solugdo for encontrada estima-se que

cerca de 10 milhdes de pessoas serdo mortas até 2050 (O’NEILL, 2016).

Neste mesmo sentido, os biofilmes bacterianos estio envolvidos em
diversas doencas cronicas e sao formados pelos microrganismos como forma de
protecdo contra agentes terapéuticos, como por exemplo os antibidticos (DAVIES,
2003). Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sao dois exemplos de
microrganismos bem conhecidos na comunidade clinica por causarem infecc¢des
hospitalares de dificil tratamento e que sdo formadoras de biofilme (JUSKO et al.,

2014; GOMEZ e PRINCE, 2007).

30



Neste trabalho metabdlitos secundarios obtidos de microrganismos
endofiticos isolados de plantas do bioma Caatinga foram avaliados quanto a sua
capacidade antibiotica e antibiofilme de S. aureus Newman e P. aeruginosa ATCC
27853. Os microrganismos endofiticos por estarem inseridos em um bioma pouco
explorado com caracteristicas diferenciadas dos demais biomas brasileiros
(SOUZA, 2015), fazem deles fontes promissoras na busca por moléculas com

atividade antimicrobiana e antibiofilme.

31
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Resisténcia microbiana e seus impactos

Anos apos a descoberta da penicilina em 1929, surgiram os primeiros
microrganismos resistentes aos antibioticos por volta da década de 40, mudando
entdo todo o cendrio de seguranca oferecida por eles na época e demostrando assim
a incrivel capacidade de adaptagdo destes microrganismos quando expostos a
agentes antimicrobianos (LEVY e MARSHAL, 2004). Um exemplo ¢
Streptococcus pyrogenes resistente ao primeiro farmaco sulfonamida denominado
“Prontosil’, tal resisténcia se deu logo ap6s o desenvolvimento do fairmaco em
1930 que surgiu como solugdo para o tratamento contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas (LEVY, 1982).

Estima-se que a rapida resisténcia microbiana se deve em parte a pressao
seletiva causada pelo uso abusivo dos antimicrobianos, como por exemplo o uso
na agricultura para promover o rapido crescimento animal e atender as
necessidades da alimentacdo humana (SPELLBERG et al.,, 2008). Porém € preciso
levar em consideracdo a vertente de que a resisténcia aos antibidticos € um
fenomeno natural que ocorre ha muitos anos e que antecede a pressdo seletiva
exercida pelos antibidticos usados na clinica. Essa ideia é refor¢ada na premissa
de que genes de microrganismos anteriores a era dos antibidticos analisados por
metagendmica codificam resisténcia a classes de alguns antibidticos como [3-
lactamicos, glicopeptideos e tetraciclinas. Além de apresentarem estratégias para
evasdo de farmacos como, por exemplo, modificacdes de alvos, inativagdao de
farmacos enzimaticos e protecao de alvos (D’COSTA et al,, 2011). Esses genes de
resisténcia sao transferidos de uma bactéria para outra por transferéncia horizontal
na forma de plasmideos, transposons, integrons ou bacteriofagos (LEVY e

MARSHAL, 2004; GOMES et al., 2020).

A resisténcia bacteriana tornou-se, portanto, um dos principais fatores no
desencadeamento de uma busca global e urgente por novos agentes
antimicrobianos. Uma lista de prioridades para bactérias resistentes aos
antibacterianos foi criada pela Organizacao Mundial da Satide (OMS) para orientar

a pesquisa e o desenvolvimento de novos agentes. Os microrganismos de
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prioridade critica incluem Acinetobacter baumannii resistente a carbapenem,
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenem e Enterobacteriaceae resistente
a carbapenem e cefalosporina de 3* geracdo. O grupo de alta prioridade
compreende Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Campylobacter, Salmonella spp. e Neisseria gonorrhoeae, enquanto
Streptococcus pneumoniae, Haemophilius influenzae e Shigella spp. sao

considerados de prioridade media (OMS, 2017).

O impacto gerado pela resisténcia microbiana ¢ imensuravel, levando ao
prolongamento da doenga e aumento das taxas de mortalidade, além de ocasionar
problemas sociais, humano e aumento das despesas para o setor da saude (OMS,
2014). Estes custos associados sdo extremamente altos, chegando a 20 bilhdes de
dolares por ano nos Estados Unidos (SMITH e COAST, 2013). Estima-se que mais
de 2,8 milhdes de infeccdes resistentes a antibioticos foram registradas s6 nos
Estados Unidos e mais de 35 mil mortes por ano ocorreram como resultado dessas
infec¢oes (CDC, 2019). Se nenhuma solucao eficaz for encontrada para retardar o
crescimento da resisténcia microbiana, estima-se que até 2050, 10 milhdes de

pessoas serdo mortas a cada ano (O’NEILL, 2016).

Biofilmes bacterianos

Os biofilmes diferem fisiologicamente dos microrganismos que vivem na
forma livre, ou seja, das células planctonicas. Ele ¢ formado pelos microrganismos
como forma de protecao para sobreviver em ambientes hostis, com baixos niveis
nutricionais € em ambientes que representem ameacas a sua forma de vida, como
por exemplo quando ameacados por antibidticos (FRIEDMAN e KOLTER.,
2003), podem ser encontrados nos mais diferentes ambientes sejam eles naturais,

industriais e ambientes hospitalares (KARATAN e WATNICK., 2009).

Ha relatos de biofilmes em registros fosseis hidrotérmicos de
aproximadamente 3 bilhdes de anos atrads na Africa do Sul (WESTALL et al,
2001) e em rochas hidrotermais no fundo do mar na Austrdlia (RASMUSSEN,
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2000). Os biofilmes estdo presentes no corpo humano na microbiota cutanea,
intestinal e em estruturas endovasculares como valvulas cardiacas e cateteres,
demonstrando a capacidade adaptativa dessa forma de vida microbiana

(PAVITHRA e DOBLE., 2008).

As bactérias quando estdo em comunidade produzem uma matriz
extracelular composta em grande parte por exopolissacarideos. Essa matriz
compoe o que chamamos de biofilmes bacterianos. Além das substancias
exopoliméricas (EPS) existente na matriz do biofilme, o DNA extracelular também
estd presente na matriz do biofilme (eDNA), este possui um importante papel na

integridade do biofilme (WEI e MA., 2013).

Diversos exopolissacarideos tem sido descrito e podem variar dentro de
uma mesma espécie. O biofilme de P. aeruginosa, um dos mais estudados envolve
ao menos trés diferentes tipos de exopolissacarideos que contribuem para a
arquitetura e desenvolvimento do biofilme: sdo eles o alginato, Pel e Psl. O alginato
um dos polissacarideos mais estudado estd envolvido no estabelecimento das
microcolonias nos estdgios iniciais da formagao do biofilme, conferindo também
a estabilidade da maturacdo do biofilme. Pel e Psl estdo envolvidos no
estabelecimento do biofilme. Pel é um polissacarideo rico em glicose sendo
essencial na formacao de biofilmes que se formam na interface liquido-ar e Psl €
um pentassacarideo composto por d-manose, d-glicose e I-raminose e ¢ bastante
importante na aderéncia do biofilme a superficies abidticas (FLEMMING e

WINGENDER, 2010).

No biofilme de S. aureus um dos mecanismos mais conhecidos no
desenvolvimento do biofilme envolve a produg¢do de adesinas intercelulares
polissacaridicas (PIA) e N-acetil-glucosamina polimérica (PNAG) por enzimas
codificadas pelo operon ica. Alguns sinais externos como estresse osmotico,
glicose, nivel de CO; podem afetar a regulagdo da expressdo do operon ica e a
formacao do biofilme, mutagdes do operon ica afetam a produgao de PIA/PNAG

resultando em um fendtipo de biofilme negativo (O’NEILL et al., 2007).
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O operon ica consiste em quatro genes biosintéticos, icad, icaD, icaB e

icaC

A resisténcia dos biofilmes aos antibioticos € bastante elevada, as bactérias
na forma de biofilme ficam menos suscetiveis na ordem de 10 a 1000 vezes,
quando comparada a sua forma livre, planctonica. A matriz do biofilme ¢
responsavel por essa alta resisténcia, desta forma os agentes antimicrobianos
conseguem atuar na parte mais superficial do biofilme matando células mais
externas € nao conseguindo atuar em todas as areas do biofilme, e assim as células
do interior mantém-se intactas e prontas para colonizar outros tecidos se necessario

(DAVIES, 2003).

A capacidade de penetracdo dos agentes antibidticos ¢ dificultada ndo so6
pela matriz do biofilme, mas também pela reducdo do metabolismo celular ao
longo da estrutura do biofilme, cé€lulas da superficie do biofilme possuem um
metabolismo mais ativo que as células encontradas mais ao centro do biofilme, de
acordo com Stemberg e colaboradores (1999) na fase inicial da formagdo do
biofilme as células estdo altamente ativas para realizar a rapida colonizagdo e
crescimento rapido desse biofilme, apds o estagio inicial de colonizagdo a
atividade metabolica diminui gradativamente na superficie do biofilme. A
capacidade de penetracdo de agentes antimicrobianos na matriz do biofilme ¢
dificultada e comprometida em parte devido a enzimas que atuam como
moderadores que reagem prontamente a formas quimicas retendo e inativando
estas drogas, como por exemplo a reten¢ao de enzimas f-lactamases na matriz do
biofilme seria a causa da resisténcia das P. aeruginosas aos antibidticos [-

lactamicos (GILBERT et al., 2002).

O desenvolvimento do biofilme se d4 a partir de sinais ambientais que
podem interferir na regulacdo da formacdo do biofilme, eles podem ser: (a) sinais
mecanicos que envolvem estruturas bacterianas como pili e flagelos, estas
estruturas podem auxiliar acelerando o desenvolvimento do biofilme (b) sinais
nutricionais € metabolicos, como glicose e poliaminas (c) moléculas inorganicas

como ferro e fosfato (d) osmalaridade, (e) sinais do hospedeiro, (f) agentes
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antimicrobianos (g) Quorum sensing, (h) segundos mensageiros ¢ redes de
proteinas como c-di-GMP (MOORTHY e WATNICK., 2004; KARATAN e
WATNICK., 2009).

Ao se aderir a uma superficie como células isoladas o biofilme ¢
denominado de biofilme em monocamada, ou que se caracteriza como a adesao
inicial, a partir do momento que o biofilme forma grupo de células aderidas (micro
colonias) ele € entdo chamado de biofilme em multicamadas, estando as bactérias
ligadas a superficie e a outras bactérias vizinhas (KARATAN e WATNICK.,
2009). O mecanismo de adesdo envolve interagdes fisico-quimicas como forgas de
Van der Waalls, forcas gravitacionais, cargas eletrostaticas na superficie e

interacoes hidrofobicas (PAVITHRA e DOBLE., 2008).

Apo6s a adesdo inicia-se o processo de producdo da matriz exopolimérica
responsavel pela estrutura e adesdo do biofilme a superficie, além de conferir
protecdo contra agentes externos como antibioticos sintéticos e naturais (BEECH
et al., 2006). A secre¢do de moléculas sinalizadoras e que coordenam todo o
biofilme ¢ realizada por um processo denominado Quorum Sensing (QS). O QS
sdo pequenas moléculas sintetizadas intracelularmente que interagem entre si €
com o ambiente externo, além de regularem a expressao de genes, sdo entdo
denominadas autoindutoras. Esse mecanismo possibilita que as bactérias sintam a
presenca uma das outras e dessa forma modulam a expressao génica como resposta
a mudangas na densidade populacional. O QS ¢é responsavel por controlar
processos como formacdo do biofilme, expressdao de fatores de viruléncia,
esporulagdo e produgdo de antibioticos (CAMILLI, 2006; BRYERS, 2008). A

figura 1 traz um esquema da formacdo do biofilme.
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Figura 1: Esquema dos estagios de formacao de um biofilme. Adaptado

de KOSTAKIOTI et al (2013).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva responsavel por
diversas infeccdes em humanos, desde infeccdes na pele até infecgdes mais graves
dos tecidos. E um patogeno de grande importancia médica estando associado a alta
taxas de mortalidade em infec¢des IRAS (Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a
Satde) que ocorrem em fungdo de sepse, especialmente envolvendo S. aureus

resistentes a meticilina (MRSA) (KONG et al., 2016).

Um dos fatores que tornam S. aureus capaz de sobreviver ao sistema
imunoldgico do hospedeiro e de causar e persistir em diversas doencas, ¢ devido a
capacidade de produgdo de proteinas que medeiam a adesdo bacteriana aos tecidos
do hospedeiro, além da producdo de toxinas extracelulares e enzimas que sdo
responsaveis pela destruigdo de células e tecidos do hospedeiro incapacitando o
sistema imune de combater aquela infec¢do, desta forma a bactéria se multiplica e
se dissemina. Além das toxinas secretadas, hd também a producdo de enzimas
como as proteases e coagulases por S. aureus que atuam degradando moléculas
que atuariam na cascata de sinalizagcdo das vias metabolicas do hospedeiro. Essas
toxinas sdo proteinas produzidas pela matriz extracelular durante a fase

exponencial e fase estaciondria, estas atuam na penetragdo do tecido do
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hospedeiro. As toxinas mais conhecidas de §. aureus sdao hemolisinas,
leucotoxinas, enterotoxina, toxina esfoliativa e toxina da sindrome do choque

toxico (TSST- 1) (LOWY, 1998).

Infecgdes associadas a S. aureus como pneumonia, bacteremia, sepse €
endocardite fazem deste microrganismo um dos mais ameacadores (JUSKO et al.,
2014). Grande parte das infecgdes associadas aos biofilmes sdo causadas por
Staphylococcus, 1sso se deve ao fato de que esse microrganismo ¢ uma bactéria
comensal muito frequente na pele humana e nas mucosas (OTTO, 2008). Estudos
mostram que as narinas sdo uma das areas mais comuns onde esse microrganismo
pode ser isolado (KLUYTMANS; BELKUM; VERBRUGH., 1997). Dispositivos
médicos como cateteres urinarios, venosos, valvulas cardiacas e marcapassos sao
mais propensos a serem infectados, sendo S. aureus uma das principais espécies
encontradas nesse tipo de infec¢do. Dispositivos cirurgicos também podem ser
contaminados com essas bactérias, uma vez que elas sdo encontradas na pele do

paciente ou do profissional de satde (OTTO, 2018).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa com caracteristica
de multirresisténcia oportunista responsavel por diversas infeccdes em ambientes
hospitalares. Algumas das doengas causadas por P. aeruginosa sao pneumonia,
septicemia, endocardite, ceratite e otite. Pacientes acometidos pela fibrose cistica
(FC) possuem o pulmao muito comprometido e, portanto, estdo mais suscetiveis a
infecgdes por P. aeruginosa que uma vez infectando esses pacientes contribuindo
muito para o avango da doenca (GOMEZ e PRINCE., 2007). Sua patogenicidade
esta intimamente relacionada com a condi¢ao do hospedeiro, seja pela presenca de
um cateter, um tubo traqueal, queimadura ou alguma pré-condicdo que ocasione

uma diminui¢do da imunidade do hospedeiro (POLLACK, 1984).

P. aeruginosa ¢ um importante patdogeno formador de biofilme aderindo-se

a superficies por meio de estruturas que auxiliam na interagao com a superficie por
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meio dos flagelos ou pela motilidade mediada por flagelos, além da interagao
célula-célula necessaria para a formagdo de microcolonias (O’TOOLE e

KOLTER., 1998; KLAUSEN et al., 2003).

Alguns genes controlam a formagdo e diferenciacdo do biofilme de P.
aeruginosa promovendo a biossintese de moléculas que desenvolvem um fenétipo
de biofilme mais denso e espesso, como a superproduc¢do do alginato, um
polissacarideo presente na matriz que promove a formacdo de muco por parte

dessas cepas que carregam esse gene (FRIEDMAN e KOLTER, 2003).

As altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos sdo relatados na maioria
dos isolados clinicos, além de fatores como sistemas de bomba de efluxo,
regulacdo de porinas, producdo de enzimas como B-lactamases que limitam o
tratamento de infec¢des causadas por P. aeruginosa (ROSSI, 2011). A viruléncia
de bactérias como P. aeruginosa, esta relacionada principalmente pelos diversos
mecanismos de a¢do e locais onde as toxinas produzidas por esta bactéria atuam.
Os diversos cendrios clinicos onde P. aeruginosa esta presente causando doengas,
dificultam cada vez mais a elucidacio destes mecanismos e consequentemente no

desenvolvimento de tratamentos eficazes contra este patogeno (POLLACK, 1984).

Produtos naturais como fonte terapéutica

A utilizagdo de produtos naturais pela humanidade, remonta as sagradas
escrituras e ao Papiro de Ebers que enumera cerca de 100 doencas e descreve
inimeras formulagdes e remédios populares de origem vegetal e animal (PINTO
et al., 2002). Ha diversos registros de espécies como, por exemplo, a papoula
(Papaver somniferum) que comprovam a importancia dessa planta com poder
analgésico com agao primaria sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Planta cujo
principio ativo ¢ a morfina (DUARTE, 2005). Depois de estabelecida a estrutura
quimica dos derivados naturais do Opio, varios outros compostos

farmacologicamente ativos foram descobertos, a saber, o derivado 4-fenil-
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piperidinicos como uma nova classe de hipno-analgésicos de emprego mais efetivo
e seguro (BARREIRO, 1990).

Apos a descoberta acidental do primeiro antibidtico, a penicilina, por
Fleming a partir do fungo filamentoso Penicillium notatum, em 1929, houve entao
um grande desenvolvimento na busca por novas substincias com capacidade
antibiotica frente as bactérias resistentes. Diversos metabolitos secundarios de
fungos produziram alguns dos mais importantes produtos da industria
farmacéutica, a exemplo de agentes antibacterianos como os das classes das
penicilinas, cefalosporinas, as tetraciclinas, agentes imunossupressores como a
ciclosporina e rapamicina a partir de Streptomyces sp., redutores de colesterol
como a mevastatina e lovastatina a partir de Penicillium sp. e os anti-helminticos
¢ antiparasitarios, como ivermectinas a partir de Streptomyces sp. (CRAGG e

NEWMAN, 2005).

Outros exemplos de moléculas sdo a vimblastina (Velban®) e a vincristina
(Oncovin®) extraidas da Catharrantus roseus e o taxol extraido da casca da Taxus
brevifolia, que sdo quimioterapicos para o tratamento do cancer inserido na
terapéutica nos ultimos 20 anos. Estudos sobre a viabilidade econdmica e
sustentavel de obtencao do taxol surgiram em decorréncia da escassez da fonte
natural, tendo em vista que, para produzir 1 kg de taxol seriam necessarios 10 t de
cascas de T. brevifolia, ou seja, 3000 arvores. Diante disso iniciou-se a busca por
fontes alternativas e naturais para obtengdo do taxol. Mais tarde surgiram os
primeiros relatos de novas fontes de outros taxanos, como a Bacatina III
encontrada em outra espécie de Taxus com concentragdes cinco vezes maiores que
a encontrada inicialmente. Recentemente, um grupo da Montana State University
obteve o taxol a partir fungos endofiticos isolados das cascas da 7. brevifolia
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Apesar de existirem outros métodos de descoberta de medicamentos, os
produtos naturais ainda se mostram bastantes promissores como fonte para novos
farmacos. Um estudo realizado por Newman e Cragg (2020) analisando os agentes
terapéuticos aprovados nos ultimos 39 anos (1981 — 2019), os autores observaram

que quase um quinto de todos os novos medicamentos aprovados entre 1981 e
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2019 eram oriundos de produtos naturais. Analisando os medicamentos
antibacterianos aprovados entre os anos de 2015 e 2019, 48% eram resultantes de
produtos naturais e seus derivados.

O Brasil ¢ um pais de grande extensao territorial e extremamente diverso
em suas caracteristicas climaticas e vegetais, abrigando uma enorme diversidade
biologica que o coloca como um dos paises com maior biodiversidade do planeta
(MMA, 2002). Além de apresentar uma biodiversidade e diversidade étnica e
cultural bastante rica, o povo brasileiro detém um amplo conhecimento popular
acerca da sua biodiversidade (MARANGONI, 2015). Atrelado a isso, as plantas
medicinais e suas preparacdes caseiras representam uma grande importancia para
populacdes de baixa renda que tem como alternativa a disponibilidade dessas
plantas medicinais para tratar diversas doencas. O seu uso estd relacionado também
a influéncia cultural passada de geragdo em geracdo (NOBRE-JUNIOR, 2005).

Um levantamento de plantas, fungos e algas realizado pelo projeto Flora do
Brasil 2020, feito em parceria com 25 paises, contou com o apoio de 979
taxonomistas sendo 854 brasileiros. O grupo listou um total de 46.975 espécies de
plantas, algas e fungos nativos do Brasil. Neste levantamento 55% das espécies de
plantas terrestres sdo endémicas do Brasil. O levantamento catalogou 6.320
espécies de fungos, 4.972 espécies de algas, 1.584 espécies de briodfitas, 1.380
espécies de samambaias, 23 espécies de gimnospermas € com maior registro
catalogado as angiospermas com 32.696 espécies. Entre os anos de 2015 e 2020 a
lista de novas espécies registradas cresceu e ainda estd longe de ser concluida,
cerca de 1.500 espécies de plantas terrestres, 200 de algas e 420 de fungos nativos

do brasil foram descritos como novos (FORZZA et al., 2020).

A lista de plantas por biomas traz os seguintes dados, na Amazonia foram
listadas 13.056 espécies, no Pantanal 1.682 espécies, na Mata Atlantica 17.150
espécies, no Cerrado 12.829 espécies, na Caatinga 4.963 espécies e no Pampa
2.817 espécies (FORZZA et al., 2020). A indiscutivel riqueza de espécies
encontradas nos biomas brasileiros que hé séculos vem despertando o interesse da
comunidade académica compde uma das mais importantes fontes de principios

ativos do planeta. A impressionante quantidade de espécies encontradas na flora
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nacional traz destaque para o pais como fonte promissora de pesquisas para novas
substancias e consequentemente para o desenvolvimento de novos medicamentos

(FERNANDES, 2011).

Bioma Caatinga

A Caatinga corresponde a 11% do territorio brasileiro, o que representa uma
area de aproximadamente 844,453 km?, é o principal ecossistema existente no
Nordeste com clima semidrido ocupando 10 estados. Os valores em porcentagem
a seguir representam quanto do territdrio de cada estado ¢ constituido pelo clima
semiarido, Bahia (54%), Ceara (100%), Piaui (63%), Pernambuco (83%), Rio
Grande do Norte (95%), Paraiba (92%), Sergipe (49%), Alagoas (48%), Maranhao
(1%) e Minas Gerais (2%), como mostra a figura 2 (IBGE, 2004) (INSA, a2021).
O nome Caatinga ¢ originario do tupi-guarani que significa mata branca devido a
sua paisagem esbranquicada caracteristica da vegetacdo durante a seca em que
grande parte das plantas perdem suas folhagens e os seus troncos tornam-se
esbranquigados e secos. E um bioma exclusivamente brasileiro, ou seja, a maior
parte do seu patrimdnio bioldgico ndo ¢ visto em nenhum outro lugar do planeta

(SCHISTEK, 2012).
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Figura 2: Mapa do recorte do semidrido brasileiro — Bioma Caatinga.

O termo semidrido faz referéncia ao clima que exerce forte influéncia sobre
a vegetacdo da Caatinga. Esse clima abrange cerca de 50% do territério da regido
nordeste. A Caatinga estd situada entre o Tropico de Capricornio e o Equador
possui uma intensa luminosidade por toda sua extensdo territorial durante todo o
ano. A temperatura média anual ¢ alta, ficando entre 25°C e 30°C com pouca
variacdo espacial, apresentando poucos graus de diferenca nos meses mais frios e
quentes. Apresenta estacdo chuvosa extremamente varidvel e curta com
precipitagdo média anual de 300 mm na regido dos cariris velhos na Paraiba e um
pouco mais de 1000 mm nas areas limitrofes da Caatinga, muitas vezes com
precipitagdes intensas em um unico dia e variagdes no inicio e término das épocas

chuvosas de um ano para o outro (IBGE, 1985).

Os periodos de secas sdao longos resultado de um complexo sistema de
formacdo de chuvas que ¢ decorrente de alguns fatores, como por exemplo, a

disposi¢do do relevo, com serras e chapadas mais altas que interferem na chegada
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de frentes imidas recebendo menos chuvas que o seu entorno e as frentes de
chuvas que adentram o semiarido vao perdendo forgas resultando em chuvas
irregulares e imprevisiveis, muitas vezes concentrando-se em poucos meses do ano
e alternando-se em anos chuvosos e anos de secas. Além da alta incidéncia de
radiacdo solar e nebulosidade reduzida, a evapotranspiracdo ¢ bastante elevada,
situando-se entre 1500 mm e 2000 mm anuais, desta forma excede a precipitacao
média anual sendo este um fator definitivo da deficiéncia hidrica que caracteriza a

regido da Caatinga (SAMPAIO, 2010; SOUZA, 2015).

As serras, chapadas e planaltos existentes no Nordeste, denominadas de
brejos de altitude, sdo ilhas de floresta imida, uma exce¢do dentro da regido
semiarida do Nordeste. Essa regido apresenta uma precipitacio meédia anual de
1200 mm, um pouco acima da média da regido e esta intimamente relacionada com
a presenga dos pareddes, como por exemplo, planalto da Borborema na Paraiba,
Chapada do Araripe localizado nas divisas dos estados do Ceard, Pernambuco e
Piaui e Chapada de Ibiapaba localizada nos estados do Piaui e Ceara com altitudes
de 500 a 1.100 m (IBGE, 1985). Os brejos possuem uma posicao privilegiada
quando comparadas as demais regides semiaridas, pois possuem uma melhor

condi¢do de umidade, temperatura e cobertura vegetal (ANDRADE-LIMA, 2007).

Outro fator que afeta a disponibilidade hidrica sdo os solos que possuem
uma menor capacidade de armazenamento das dguas das chuvas devido as
diferentes caracteristicas de profundidades e texturas, sendo uma das regides com
a maior variabilidade de solos do pais. Essa grande variabilidade ¢ decorrente de
alguns fatores como erosdo, profundidade destes solos variando de solos muito
rasos até solos de muita profundidade. Esses tipos de solos sdo originados de duas
formagdes geoldgicas, uma sedimentar e a outra cristalina. Quase toda a por¢ao
sedimentar ¢ composta por solos antigos, profundos, com boa capacidade de reter
agua e com boa drenagem. Enquanto a por¢do do cristalino sdo areas que se
formaram no pré-cambriano apresentando diversos tipos de rochas, formando

grandes depressdes sertanejas, inselbergues e serras médias e baixas (SAMPAIO,
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2010), correspondendo também ao planalto da Borborema (PORTO; CABRAL;
TABARELLI, 2004).

Os solos podem ser caracterizados da seguinte forma, os luvissolos como
sendo pouco profundos e com grande variacdo no conteudo de argila, os
planassolos sdao solos mal drenados e pouco profundos, chegando a 1 metro de
profundidade, os neossolos quartzarénicos sdo arenosos € muito profundos,
apresentam uma drenagem excessiva sendo este fator uma limitagdo importante
pois h4a uma dificuldade no armazenamento de agua e nutrientes. Os neossolos
litolicos sdo solos muito rasos, pedregosos e rochosos, o que torna essas condig¢des
limitante para a agricultura, além da baixa capacidade de armazenar agua e
nutrientes, os neossolos regoliticos de profundidade intermediaria e textura
arenosa média. Os argissolos possuem profundidade desde muito rasa até muito

profunda e possui uma variagdo no contetido de argila (ARAUJO FILHO, 2011).

A disponibilidade de nutrientes estd intrinsicamente relacionada com as
caracteristicas do solo que de uma maneira geral sao pouco férteis, pobres em
fosforo (P), calcio (Ca) e carbono, porém os niveis de fosforo ¢ maior em solos do
tipo luvissolos e litossolos do que em solos latossolos e argissolos, ja as médias de
carbono sdo geralmente baixas principalmente em decorréncia da baixa formacao
de biomassa vegetal e residuos organicos devido em parte a deficiéncia de 4gua e
fertilidade do solo, além do processo de lixiviagdo advindo de muitos anos
observado em solos de origem sedimentar (MENEZES et al,, 2012; SAMPAIQO et
al., 2010). Os solos cristalinos sdo um pouco mais férteis para aqueles de textura
argilosa como os latossolos, os neossolos por guardarem material lixiviado
decorrente das encostas e devido as chuvas os rios se enchem e depositam mais
nutrientes resultando em um solo com composi¢ado distinta e, portanto, mais fértil.
Todas essas questdes nutricionais refletem diretamente nas caracteristicas vegetais

desse bioma ¢ na sua variabilidade (SAMPAIO et al., 2010).

As tipologias da Caatinga sdao de dificeis classificacdes devidas as
transi¢des que ocorrem entre as suas paisagens, que torna bastante desafiador a

identificacdo de elementos que diferenciem cada regido. Alguns autores levam em
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consideracao fatores como solo, relevo, clima e espécies vegetais para classificar
e diferenciar os diferentes ambientes. Outro fator que dificulta 0 mapeamento da
Caatinga ¢ a variabilidade da sua paisagem que ¢ dependente dos recursos hidricos,
uma vez que a sazonalidade deste recurso muda completamente a vegetagao
fazendo com que as plantas percam suas folhas no periodo de estiagem, no entanto,
quando ha um minimo de chuvas a paisagem muda completamente de forma muito
brusca, com o surgimento de novas folhas. Logo, definir épocas certas para mapear

essa regido ¢ bastante desafiador e complexo (SILVA e CRUZ, 2018).

A vegetacao da Caatinga ¢ a mais heterogénea dentre as vegetacdes do
Brasil, de acordo com o atlas do brasil da regido nordeste (IBGE, 1985) a Caatinga
possui as seguintes vegetacoes: (1) Caatinga seca e agrupada, caracterizada por seu
relevo pouco acidentado e altitude em torno de 300 m, (ii) Caatinga seca e esparsa,
descrita por possuir arbustos e arvores de 2 m de altura apresentando arvores
esparsas distantes uma das outras, (iii) Caatinga arbustiva densa, esse tipo de
vegetacao ¢ a mais comum em toda a regido semiarida, (iv) Caatinga das serras,
apresenta uma maior quantidade de arvores e maior cobertura de herbacea
recobrindo todo o solo com vegetacao, neste tipo a umidade ¢ maior em virtude da
maior altitude encontrada para esse tipo de vegetagdo o que propicia um maior
desenvolvimento das arvores, (v) Caatinga da chapada dos Moxotos, caracterizada
por sua vegetacao baixa e arbustiva. Uma caracteristica comum a todos esses tipos
de vegetagdo da Caatinga ¢ que no periodo da seca as espécies perdem suas folhas

como estratégia de sobrevivéncia para encarar a escassez de agua.

Outra classificacdo ¢ a do botanico George Eiten da Universidade de
Brasilia mencionada pelo IBGE (2012), nesta classificacdo o botanico aborda
caracteristicas mais fisiondmicas em que o aspecto da vegetagdo ¢ o fator
diferencial. O autor classifica a Caatinga como: florestal, de arvoredo, arboéreo-
arbustiva fechada, arboreo-arbustiva aberta, arbustiva aberta, arbustiva fechada,

savanica e savanica lajeada.

O conhecimento das multiplas faces da Caatinga ¢ essencial para entender

a sua heterogeneidade, seus contrastes fisicos e climaticos e o porqué desta regiao
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ser extremamente diversa e distinta das demais regides, dito isto ¢ importante o
entendimento da sua vegetagdo, solo, clima, relevo e acdo do tempo (PRADO,

2003; ARAUJO FILHO, 2011).

Apesar do seu potencial, a Caatinga ¢ tachada como um ambiente pobre em
espécies € com baixo grau de endemismo, o que certamente ¢ reflexo do pouco
conhecimento sobre a regido (HAUFF, 2010). A caréncia de informagdes do bioma
Caatinga e do seu enorme potencial para o desenvolvimento do pais ¢ decorrente
de varios fatores, um deles € o menosprezo acerca da regido da Caatinga por se
tratar de um bioma ndo florestal que muitas vezes ¢ visto como pobre em
biodiversidade e potencial econdmico, pelo fato de a Caatinga estar longe dos
principais centros econdmicos € populacionais do pais, além do pouco
conhecimento cientifico acerca da sua biodiversidade, resultando em poucos

estudos, situagdo que vem mudando nos ultimos anos (SEYFFARTH, 2012).

E notéria a riqueza encontrada nos biomas brasileiros, porém se faz
necessario ressaltar a importancia para a conservacao da biodiversidade destes
biomas e desta forma criar estratégias que identifiquem areas com prioridades para
conservacdao. Segundo um levantamento realizado pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA), para a Caatinga foram identificadas 282 areas com prioridade
para a conservacao da sua biodiversidade, incluindo 72 unidades de conservagao,
todas essas unidades juntas somam um total de 36,7% (30,405,138 ha) de todo o
territorio de Caatinga. Destas, 27 foram consideradas como de extrema
importancia biologica, 12 como de muito alta importancia, 18 como de alta
importancia ¢ 25 como pouco conhecidas, mas de aceitdvel importancia.
Recomendam-se prote¢do integral para a maioria das areas prioritarias (54,8%),
81% de protecdo para areas de extrema importancia, 75% para as de muito alta
importancia, e 72% para as de alta importancia. E como esperado, como principal
acao proposta para grande parte das areas insuficientemente conhecidas (96%),
propOs-se a investigacdo cientifica. As regides que apresentam extrema
importancia biologica que se justificam por serem dareas ricas em espécies

endémicas e um ambiente em processo de desertificacdo recomenda-se protecao
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integral na sua flora, répteis/anfibios, biota aquatica e invertebrados (SILVA;
TABARELLI; FONSECA, 2017).

Até o ano de 2009 o bioma Caatinga possuia 54,5% do seu territorio original
intacto, no entanto os impactos causados pela atividade humana vém mostrando o
contrario, cerca de 63,3% da Caatinga ja foi modificada, tal fato se deve ao
crescente cendrio antropogénico resultado da pressao humana sobre a vegetacao
natural (SILVA E BARBOSA, 2017). O processo de desertificagdo que ja ¢ um
fator altamente considerado agrava ainda mais essa situagdo. E preciso repensar de
forma sustentavel o uso da terra e incentivar maneiras de conservagdo. Apenas
1,13% da Caatinga ¢ protegida por unidades de conservacao de protecao integral,
a forma mais restrita de conservagdo segundo as categorias do SNUC (Sistema
Nacional de Unidades de Conservagdo) e 98,4% das unidades de conservagao de
uso sustentavel sdo classificadas como APA (Area de Protegdo Ambiental), ou
seja, aquelas mais permissivas e que se pode fazer uso extenso e regular de terras

privadas (FONSECA et al., 2017).

Diversos estudos sobre o potencial de plantas da Caatinga ja foram
publicados, demonstrando o crescente interesse pelo conhecimento vegetal acerca
desse bioma e de suas moléculas. Na avaliacao de 51 artigos publicados entre os
anos de 1999 e 2017, destes, 28 tratava de testes microbioldgicos, tendo como
principal interesse entender os mecanismos de inibicdo de crescimento
microbiano, tal fato deve-se a crescente demanda mundial por novos
antimicrobianos devido a resisténcia que os microrganismos desenvolveram aos
farmacos disponiveis no mercado (MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017). Essa
resisténcia aos antimicrobianos j4 conhecidos incentiva ainda mais a busca por

agentes antibioticos de origem natural (CALLOU et al., 2012).

A extraordinaria variabilidade presente na natureza induz pensar que fontes
de biodiversidade menos exploradas ou inexploradas podem ser associadas a novas
diversidades quimicas, com grande potencial de acdo contra os organismos

patogénicos que apresentam resisténcia a antibioticos, por exemplo. As plantas e
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microrganismos cultivdveis se tornaram as principais fontes de moléculas

biologicamente ativas nos tempos atuais (MARANGONI, 2015).

Microrganismos endofiticos

Os microrganismos sao fontes promissoras e reprodutiveis tendo em vista a
facilidade no cultivo, manuten¢do e condi¢des minimas de aparatos laboratoriais,
quando comparadas a outros tipos de fontes naturais como as plantas e animais
(SPECIAN et al., 2014). Os microrganismos endofiticos (fungos, bactérias entre
outros) desempenham um papel fundamental na producdo de novos produtos
naturais. Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior de
espécies vegetais habitando, de modo geral, suas partes aéreas como caules e
folhas. Foram primeiramente descritos por De Bary (1866), distinguindo-os dos
patogenos por serem assintomaticos, sem causar nenhum dano ao hospedeiro.
Atualmente sabe-se que os microrganismos endofiticos sdo capazes de produzir
toxinas, antibidticos e muitos outros produtos de interesse biotecnologico, além de

promover prote¢do a planta (AZEVEDO, 1998).

Os microrganismos endofiticos podem influenciar em diversas
caracteristicas da planta bem como desempenhar fungdes importantes para o seu
bem-estar, atuando como controladores de patdgenos e protecao contra herbivoros
(PEIXOTO NETO; DE AZEVEDO; CAETANO, 2004). As interagdes dos fungos
endofiticos com o hospedeiro ainda ndo foram bem elucidadas, porém sabe-se que
essas interagdes podem ser simbioticas (mutualismo e comensalismo) ou troficas
(parasitismo). Nas interacdes do tipo mutualisticas, os fungos sdo capazes de
produzir metabolitos que conferem vantagens as plantas, como resisténcia aos
estresses. No tipo de interagdo comensalismo, os endofiticos podem produzir
metabdlitos que ndo interferem no metabolismo do vegetal, mas sim na defesa
contra outros microrganismos, por exemplo. Nessa associacdo, a planta hospedeira
protege e disponibiliza alimento para o endofitico, que em resposta produz
metabolitos bioativos para aumentar o crescimento e competitividade do

hospedeiro e protegé-lo contra herbivoros e fitopatdgenos. No parasitismo o
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endofitico passa a exercer agdo patogé€nica sobre o seu hospedeiro (CHAPLA,

2010).

Praticamente todas as espécies vegetais ja estudadas apresentaram
microrganismos endofiticos, sendo estes fungos e bactérias, que estdo presentes
nos mais diferentes tecidos e orgaos vegetais (POLI et al., 2012). Acredita-se que
muitas das propriedades medicinais de certas plantas podem estar relacionadas
com os metabolitos produzidos pelos endofiticos. Logo, surge o questionamento
sobre as tais moléculas bioativas encontradas nas plantas, se sdo produzidas
exclusivamente por estas ou como resultado da relagdo mutualistica entre planta e
micro-organismo. Assim, sugere-se que as propriedades terapéuticas de uma

planta medicinal podem estar na interagdo entre ambos (SPECIAN et al., 2014).

Os endofiticos sao um grupo de microrganismos pouco estudados e que se
apresentam como uma fonte rica para possiveis novos compostos com grande
potencial de exploragdo. A sua capacidade em produzir metabolitos com atividade
biologica atrelada a necessidade por novos metabolitos biologicamente ativos faz

destes, alvo de interesse cada vez maior (CHAPLA, 2010).

A especificidade de microrganismos endofiticos pode estar relacionada com
a espécie vegetal na qual ele habita, podendo cada espécie vegetal hospedar uma
ou mais espécies de endofiticos. Tal especificidade pode estar relacionada também
com as condi¢cdes ambientais (ZHANG; SONG; TAN, 2006). Os fungos
endofiticos sdo o grupo mais produtivo quimicamente entre os fungos filamentosos
com uma diversidade metabolica de 73%, superior a outros tipos de fungos. Essa
alta produtividade pode estar relacionada a dois fatores: altos niveis de estresse

ambiental e as interagdes com outros organismos (STROBEL e DAISY, 2003).

Alguns endofiticos produzem substancias quimicas com as mesmas
caracteristicas quimicas da planta hospedeira. Essa capacidade estd relacionada
com uma recombinagdo genética entre o hospedeiro e a planta ao longo do
processo evolutivo, ocorrendo a transferéncia de genes (TAN e ZOU, 2001). As
vantagens dessa habilidade do endofitico produzir os mesmos metabdlitos

bioativos da planta hospedeira podem reduzir coleta de plantas que muitas vezes
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sdo raras ou ameacadas de extingdo, preservando desta forma a biodiversidade

(SPECIAN et al., 2004).

Praticamente todas as espécies vegetais possuem microrganismos
endofiticos e diante da diversidade vegetal encontrada nos biomas brasileiros, se
faz necessario entender qual a melhor forma de cultivo destes microrganismos
endofiticos bem como melhores formas de extrair seus produtos bioativos, tais
métodos sdo: dar preferéncia a plantas de ambientes Unicos, que possuam
estratégias de sobrevivéncia; plantas com historico etnobotanico € que estejam
relacionadas com aplicacdes de interesse; plantas endémicas com certa ocupagao
de terras antigas sendo mais propicio possuir endofiticos com produtos ativos

quando comparados a outras plantas (STROBEL e DAISY, 2003).

Os microrganismos endofitos associados a plantas representam uma fonte
inexplorada de produtos naturais novos e bioativos, com mais de 20.000
substancias descritas, sendo que destas, 51% apresentam estruturas inéditas e 80%
atividade bioldgica (CHAPLA; BIASETTO; ARAUIJO, 2013). Isto pode ser
explicado pela teoria ecologica, que nos diz que mudancas no ambiente e
consequentemente a disponibilidade de recursos podem provocar alteragdes na
producao metabolica de uma dada espécie microbiana dependendo do nicho
ecologico no qual ele esta inserido e das consequentes interagdes bidticas e
abioticas (OWNLEY; GWINN; VEJA, 2010). Logo, partindo desse pressuposto
podemos sugerir que o investimento em estudos realizados em ambientes com
caracteristicas distintas e pouco explorados podem contribuir com o conhecimento
acerca de biomas como o da Caatinga e consequentemente na descoberta de novos

endofiticos.

Os produtos naturais sdo responsaveis por moléculas conhecidas e
registradas na literatura e que possuem valor agregado devido a sua aplicagdo
como medicamentos, cosméticos, agroquimicos e entre outros. No entanto, existe
a utilizacdo de plantas medicinais que necessitam de estudos acerca das suas
propriedades farmacoldgicas bem como dos microrganismos que nelas habitam.

Grande parte de espécies nativas brasileiras ainda nao foram estudadas mais
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detalhadamente, além do fato de existirem espécies que estdo inseridas em
ambientes com caracteristicas distintas, pouco exploradas e, portanto, com menos
estudos.

Diante disso, os metabolitos secundarios de microrganismos endofiticos
oriundos de plantas de regides como da Caatinga que apresentam caracteristicas
bem distintas das demais regides do Brasil, podendo-se até dizer caracteristicas
Unicas, apresentam-se como uma fonte promissora na busca por novas moléculas

bioativas com atividade antimicrobiana e antibiofilme.

Logo, esse trabalho visa explorar o bioma Caatinga dentro do ambito dos
microrganismos endofiticos isolados de plantas tipicas da Caatinga e justifica-se
pela possibilidade de isolar novos microrganismos endofiticos bem como isolar
novas moléculas biotecnologicamente ativas que venham a se tornar possiveis

candidatos a farmacos.

Apresentagdo do contetido, esta tese foi dividida em 4 capitulos,
objetivando um melhor detalhamento dos resultados obtidos ao longo do
desenvolvimento desta tese, desde a coleta do material, isolamento dos endofiticos,

caracterizagdo dos metabdlitos e ensaios biologicos.

O capitulo 1 abordamos um artigo de revisdo desenvolvido no decorrer do
doutorado, este artigo mostra o arsenal de moléculas isoladas de microrganismos
endofiticos com atividade antibacteriana contra bactérias gram-negativas. O
capitulo 2, o qual chamamos de pré-resultados traz o panorama geral dos
microrganismos endofiticos isolados, além do screening inicial para obtencao dos
extratos brutos dos endofiticos isolados bem como as suas atividades
antibacterianas e antibiofilme. O capitulo 3 e 4, nds abordamos as atividades de
dois endofiticos isolados e escolhido com base nas atividades obtidas no screening
inicial relatados no capitulo 2. Os capitulos 3 e 4 trazem a caracterizagdo das
moléculas ativas produzidas por microrganismos endofiticos, os ensaios

biologicos e a identificagdo dos endofiticos realizada por andlise filogenética.
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Objetivo geral

Isolar e identificar microrganismos endofiticos de plantas da Caatinga bem
como seus metabolitos secundarios e avaliar as suas atividades antimicrobianas,

de antiformacao e erradicacao de biofilme.

Objetivos especificos

- Isolar microrganismos endofiticos de plantas tipicas da Caatinga;

- Identificar os microrganismos endofiticos por técnicas de biologia
molecular e constru¢do da arvore filogenética;

- Caracterizar por espectrometria de massas os metabolitos secundarios dos
microrganismos endofiticos;

- Avaliar as atividades antimicrobiana, antiformacdo e de erradicacdo de
biofilme dos metabolitos secundarios contra Staphylococcus aureus Newman e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;

- Avaliar a toxicidade das fra¢des enriquecidas ativas em modelo in vivo.
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CAPITULO 1: Silva, Dayse Pereira Dias; Cardoso, Macley Silva; Macedo,
Alexandre José. Endophytic fungi as a source of antibacterial compounds - a
focus on gram-negative bacteria. Antibiotics.
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O capitulo 1 ¢ constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 61 — 106.

Silva, D.P.D.; Cardoso, M.S.; Macedo, A.J. Endophytic Fungi as a Source of
Antibacterial Compounds—A Focus on Gram-Negative Bacteria. Antibiotics
2022, 11, 1509. https://doi.org/10.3390/antibiotics11111509
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CAPITULO 2: Microrganismos endofiticos isolados da Caatinga e avaliaciao
da atividade antibacteriana e antibiofilme dos extratos brutos

Este capitulo teve como objetivo realizar o isolamento e identificagdo por
andlises filogenéticas dos microrganismos endofiticos coletados de plantas da
Caatinga, realizar o screening inicial para atividades antibidtica e antibiofilme
frente a bactérias como Staphylococcus aureus Newman e Pseudomonas

aeruginosa.
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1.0 INTRODUCAO

A Caatinga um bioma exclusivamente brasileiro, correspondendo a 11% do
seu territorio, ocupa 10 estados do nordeste (IBGE, 2004). Com clima
predominantemente seco, a temperatura média anual varia entre 25°C e 30°C. A
irregularidade pluviométrica decorrente de fatores como disposi¢ao do relevo com
serras ¢ chapadas que interferem na ocorréncia e quantidade das chuvas fazendo
com que muitas vezes estas cheguem em menor quantidade. Contribui fortemente
para as diferentes paisagens observadas na vegetagao da Caatinga. A precipitacao

média anual fica em torno de 300 mm (IBGE, 1985).

Além da irregularidade pluviométrica, outra caracteristica que confere
exclusividade a este bioma ¢ alta radiagdo solar e evapotranspirag¢do elevada que
excede a precipitagdo média anual (SAMPAIO, 2010). A vegetacao da Caatinga,
bastante conhecida por sua caracteristica de seca, ¢ a mais heterogenia dentre as
vegetacoes do Brasil (IBGE, 1985). A sua vegetagado varia de arbustos menores de
2 m de altura até arvores de maior desenvolvimento. Essas multiplas faces da
Caatinga sdo de extrema importancia para entender a sua diversidade e explica o
porqué desta regido ser tao distinta das demais regides brasileiras, além de fazer
luz para a importancia de investigar esse bioma Unico e que necessita de mais
atengdo pois por muito tempo foi visto como um ambiente pobre em

biodiversidade (PRADO, 2003; SEYFFARTH, 2012).

Alguns estudos acerca do potencial de plantas da Caatinga ja foram
relatados, muitos deles envolvendo atividade antimicrobiana (MESQUITA;
PINTO; MOREIRA, 2017). Dentro desse contexto, os microrganismos
endofiticos, aqueles que vivem dentro dos tecidos vegetais (De Bary, 1866), sdo
fontes promissoras na busca por biomoléculas pois produzem diversos metabdlitos
como resposta a sua sobrevivéncia e em resposta as necessidades do seu

hospedeiro, constituindo desta forma uma relagcdo simbiotica (CHAPLA, 2010).
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Cada espécie de planta pode hospedar um ou mais endofiticos, sendo essa
especificidade muitas vezes atrelada as necessidades da planta, que por sua vez ¢
explicada pelas condi¢des ambientais. Portanto a presenga do endofitico dentro da
planta estd intimamente relacionada com o seu hospedeiro (ZHANG; SONG;

TAN, 2006).

Os produtos naturais sdo responsaveis por serem fontes de diversos
medicamentos ja registrados com acdo anticancerigena (VIEGAS JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006), antibiotica, imunossupressores, antiparasitarios
(CRAGG e NEWMAN, 2005). Analisando os compostos aprovados nos ultimos
anos, 48% dos registrados como antimicrobianos foram obtidos de produtos

naturais (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Sendo assim, pensando na incrivel riqueza e biodiversidade que o bioma
Caatinga possui, este trabalho objetivou realizar a investigacdo dos metabolitos
secundarios produzidos por microrganismos endofiticos isolados de plantas tipicas
da Caatinga tendo como principal alvo investigar as suas atividades antibioticas e

antibiofilme contra bactérias de importancia médica.

2.0 MATERIAIS E METODOS
2.1Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado no Instituto Nacional do Semiarido — INSA,
localizado em regido de Caatinga na cidade de Campina Grande, Paraiba, Brasil,
o material foi coletado em janeiro de 2019 na estacao do verdo, a temperatura no
momento da coleta era de 33°C, sem ocorréncia de chuvas no dia da coleta. O
espaco de coleta constitui 300 hectares de reserva de Caatinga preservada (INSA,

52021).

Foram coletadas cascas e folhas de plantas tipicas da Caatinga, sendo elas,
Mimosa tenuiflora (Wild.) Poir. (Leguminosae), popularmente conhecida como
Jurema preta (07° 15 04.4°S 035° 56’ 46.9°°W), horario de coleta 13:50.

Descri¢ao da planta: arbusto, 3m de altura, folhas discolores, ramos com glandulas
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avermelhadas, inflorescéncias brancas, flores brancas com estames amarelados,
caule marrom acinzentado e cortex verde. Planta coletada de uma zona
antropizada, fase de desenvolvimento: Adulto. Ziziphus joazeiro Mart.
(Rhamnaceae), conhecida como Juazeiro (07° 16° 41.0°” S 035° 58° 17.2°W),
horario de coleta 11:05. Descri¢do da planta: arvore, Sm altura, caule acinzentado,
folhas levemente discolores, planta estéril. Zona conservada, area de borda,
aparentemente sem infestacio de pragas. Fase de desenvolvimento: Adulto.
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul (Leguminosae), mais
conhecida como Angico (07°16'06.3" S, 035°58'22.3"W), horario de coleta 09:30.
Descri¢do da planta: arvore, Sm de altura, casca escamosa com poucas lenticelas e
ramos apicais acinzentados. Planta estéril com folhas levemente discolores. Coleta
em zona antropizada, area aberta, sem infestagdo aparente. Fase de
desenvolvimento: Adulto. Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett
(Burceraceae), popularmente conhecida como Imburana, Amburana ou
Umburana (07°16'51"S, 035°58'18.6"W), horario de coleta 10:35. Descri¢do da
planta: arvore, 3m de altura, caule amarronzado, escamoso, folhas levemente
discolores, frutos verdes com endocarpo laranja e sementes pretas. Fase de
desenvolvimento: adulto. Myracrodruon urundeuva Allemao (Anacardiaceae),
conhecida como Aroeira preta ou aroeira do sertdio (07°15'08.9"S,
035°56'43.4"W), horario de coleta: 13:35. Descri¢cao da planta: Arvore, 3m de
altura, planta estéril com folhas, sem infestacio aparente. Fase de
desenvolvimento:  adulto. Melocactus concinnus  Buining&Brederoo
(Cactaceae), (colecdo - Cactario Guimaraes Duque - CAGD305, sede do INSA),
horario de coleta 14:30. Descricao da espécie: Cacto globoso, armado, espinhos
esbranquicados, cefalio branco e flores rdseas. Melocactus glaucescens
Buining&Brederoo (Cactaceae), (Cactario Guimaraes Duque - CAGD312, sede
do INSA), horario de coleta 15:30. Descri¢ao da espécie: Cacto globoso, armado,
espinhos esbranquicados, cefalio vermelho e flores roseas. Melocactus concinnus
Buining&Brederoo (Cactaceae), (Colegdo - Cactario Guimardes Duque -
CAGD326, sede do INSA), horario de coleta 16:00. Descri¢ao: Cacto globoso,

armado, espinhos esbranquigados, cefalio branco e flores roseas. Coletadores
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presentes: Dayse Pereira Dias Silva (autora deste trabalho), Daniel Rodrigo
Cavalcante de Araujo (Pesquisador INSA) e Juliana Gomes Freitas (Botanica —

INSA).

2.2 Obtencio e isolamentos dos microrganismos endofiticos

O material coletado em campo foi levado para laboratorio do INSA onde
foi preparado para isolar os microrganismos endofiticos. As amostras vegetais
foram lavadas em 4gua corrente com detergente neutro e desinfetadas para
remoc¢do dos microrganismos epifiticos, bem como para remover residuos de solo
e poeira presentes na superficie das amostras. Em seguida, seguiu-se o protocolo
de isolamento de endofiticos descrito por Aradjo e colaboradores (2002). as partes
vegetais foram mergulhadas em 4lcool 70% durante 1 minuto, seguida de
hipoclorito de s6dio a 3% por 2 minutos para folhas e 4 min para cascas. Apos isso
passou-se novamente em alcool 70% por 30 segundos para folhas e 1 minuto para
cascas. E por fim, agua destilada estéril por 2 minutos para todos os tecidos. Apos
essa sequéncia de passos o material foi cortado em fragmentos para serem
inoculados em meio de cultivo. Para cada espécie vegetal foram inoculadas partes
de cascas e folhas, e para os cactos foram inoculados o corpo do cacto.

O material cortado foi incubado em placas de petri contendo meios s6lidos
de BDA (Batata, Dextrose e Agar) e CAA (Caseina, Amido e Agar) previamente
autoclavados. Os microrganismos foram incubados em BOD a 35°C durante 7
dias. Apds crescimento dos microrganismos, este serdo repicados novamente em
meio de BDA e CAA a fim de isola-los. Os microrganismos isolados foram
conservados pelo método Castellani e armazenados em geladeira, constituindo a

colegdo de microrganismos endofiticos da Caatinga.

2.3 Fermentacao e obtencio dos metabdlitos secundarios

Para iniciar a fermentacao, os microrganismos foram cultivados em placa
de petri contendo meio de BDA ou CAA e crescidos em BOD a 28°C até

preenchimento total da placa pelo microrganismo. Em seguida 5 discos contendo
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0s microrganismos previamente cultivados foram inoculados em Erlenmeyers
contendo 100 ml de meio de caldo de batata (KASVI), previamente autoclavados.
Os erlenmeyers foram incubados em BOD a 28°C durante 30 dias (imagem a
esquerda da figura 1).

Ap6s este periodo, o caldo foi separado do micélio por meio de filtragao a
vacuo com auxilio de funil de biichner. O micélio foi extraido com metanol e
mantido em banho ultrassonico por 2 horas, sendo que a cada 1 hora o solvente foi
trocado e adicionado mais metanol. O caldo fermentado foi submetido a extragao
liquido-liquido em ampola de separacdo com acetato de etila, resultando em duas
fases, uma fase organica denominada de extrato bruto de acetato de etila
(EBACOELt) e uma fase aquosa, como mostra o esquema na figura 1. Ambas as
fases foram evaporadas em evaporador rotativo a 40°C para remocgao do solvente
e em seguida liofilizadas e armazenadas para futuros ensaios (ROMMINGER,

2008).

2.4 Fracionamento dos extratos

O EBAcoEt foi submetido a um fracionamento com metanol e hexano, para
isso parte do EBACOEt foi particionado em ampola de separagdo com metanol
aquoso (90% de metanol e 10% de dgua) e hexano (v/v), resultando em uma fase
metanolica e uma fase hexanica, como representado na figura 1 acima (KJER et
al., 2010). Os extratos foram secos em evaporador rotativo a 40°C, liofilizados e

armazenados em freezer a -20°C para posteriores analises e ensaios.

Discos contendo
microrganismos
‘e (L)
/a® Caldo fermentado
* -
b |
g
— 8

"
- Py
Fase orgdnica - a--g

AcOEt =l |
v Fase aquosa = .
v P )
BOD - 28°C " #
30 dias
1 Fase hexdnica
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Figura 1: Cultivo dos microrganismos endofiticos em BOD (esquerda). Esquema

da extragcdo dos metabolitos secundarios (direita).

2.5 Atividade antibacteriana e antiformacao de biofilme dos extratos

Os ensaios antibacterianos e antibiofilme foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por Trentin e colaboradores (2011). Para isso foi usando
placas de 96 pogos de fundo chato (Costar Clear, Corning Inc., USA). As placas
foram preenchidas com caldo BHI (Brain Heart Infusion) para Sthaphylococcus
aureus ou TSB (Tripticase Soy Broth) para Pseudomonas aeruginosa. Uma
suspensdo bacteriana de 80 puL foi inoculada nos pogos da placa com densidade
otica de 600 nm (ODeoo) correspondente a uma OD de 0,150 (3x10% ufc/ml) e
adicionou-se 4 pL extrato a ser testado numa concentragdo de 100 pg/ml. Em
seguida, foi realizada leitura de ODgsoo nm no tempo Oh, em seguida a placa foi
incubada em estufa a 37°C por 24horas. Apds este periodo, foi realizado
novamente leitura de ODegoo nm para determinar o crescimento bacteriano e
comparar ao controle ndo tratado sem a presenga do extrato e dessa forma

identificar a atividade antibacteriana dos extratos.

As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus Newman ATCC
25904 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, cultivadas em meio Mueller

Hinton Agar durante 24 horas.

Para os ensaios de atividade antibiofilme a biomassa aderidas aos pogos
serdo avaliados pelo método de coloracao com cristal violeta, apds o periodo de
incubacdo para determinar a atividade antibacteriana como descrito acima, os
pocos das placas serdao lavados com solugdao salina a 0,9% por 3 vezes para
remoc¢do das bactérias na sua forma plantdnica, em seguida as placas foram
mantidas por 1 hora em estufa a 60°C para fixacao do biofilme formado, decorrido
este tempo as placas foram coradas com cristal violeta a 0,4% durante 15 minutos,
entdo a placa foi lavada com 4gua para remog¢do do excesso de corante e foi
adicionado alcool etilico absoluto e aguardou-se 30 minutos para realizar a leitura

da placa em 570 nm para determinar a formagao do biofilme.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados exibidos
representam a média e o desvio padrdo médio de 3 ensaios realizados de forma
independente. Os dados foram analisados utilizando o teste t de Student e
ANOVA. As amostras foram consideradas significativas para um p< 0,05. As

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad-Prim 8.0.

2.6 Cultivo dos microrganismos endofiticos

Para realizar a identificagdo dos 33 microrganismos endofiticos
selecionados, estes foram previamente cultivados em meio BDA até
preenchimento total na placa de petri, em seguida 5 discos de aproximadamente 5
mm contendo os microrganismos foram inoculados em 100 ml de meio de caldo
de batata, previamente autoclavados, e incubados em BOD a 28°C até que o
micélio encostasse nas paredes do Erlenmeyer. Apos esse periodo, em camara de
fluxo laminar os micélios foram separados do caldo, lavados com agua destilada

estéril e armazenados em freezer a -20°C para posterior identificacao.

2.7 Identificacdo dos microrganismos endofiticos

A identificacdo dos microrganismos endofiticos foi realizada por meio de
biologia molecular através da amplificacido do DNA por PCR e sequenciamento
daregido internal transcribed spacer (ITS). As sequéncias de DNA foram alinhadas
e os cromatogramas foram analisados utilizando o software Sequencher. Apds
obtengdo das sequéncias os nucleotideos foram analisados no BLASTn
comparando as sequéncias obtidas com sequéncias do tipo “type” depositadas na

plataforma do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Para a edi¢do, alinhamento das sequéncias e reconstrucao filogenética as
andlises foram realizadas da seguinte forma: as sequéncias geradas foram
submetidas a consulta de similaridade no banco de dados do NCBI através do

algoritmo BLASTn. Para refinamento dos dados foi selecionado a op¢ao de busca
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por sequéncias ITS e 16S padrao. As sequéncias obtidas, juntamente com outras
do GenBank, foram alinhadas utilizando o algoritmo MAFFT v7 (KATOH e
STANDLEY, 2013) através da plataforma EBI Tools (MADEIRA et al., 2019) e
verificadas manualmente utilizando o programa MEGA v11 (KUMAR et al.,
2016) e para as correcoes de erros no alinhamento foi utilizado do recurso TrimAlI
(CAPELLA et al., 2009). A andlise filogenética foi realizada na plataforma
NGPhylogeny.fr (LEMOINE et al., 2019) sendo utilizada anélise de Neighbor-
joining (SAITOU et al., 1987) baseado em bootstrap de 1000 replicatas.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento dos microrganismos endofiticos
Como resultado do isolamento dos microrganismos endofiticos foi possivel
isolar 69 microrganismos. Na tabela 1 podemos observar o panorama geral da

quantidade de endofiticos isolados de acordo com a parte da planta e por espécie

vegetal.

Tabela 1:Panorama geral da quantidade de microrganismos endofiticos

isolados.
Espécies vegetais Cascas Folhas Total
isolados
0 3 (BDA) 3

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul

(Leguminosae) - Angico

5 2 (BDA); 11
Mpyracrodruon urundeuva Allemao (Anacardiaceae)
(BDA); 1 (CAA)
Aroeira preta
3 (CAA)
1 4 (BDA); 10
Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae) - Juazeiro
(BDA); 2 (CAA)
3 (CAA)
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Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett 5 (BDA); 18
(Burceraceae) Umburana/Amburana 4 6 (CAA)
(BDA);
3 (CAA)
Mimosa tenuiflora (Wild.) Poir. (Leguminosae) -
J 6 (BDA) 16
urema preta
(BDA),  6(CAA)
2 (CAA)
Melocactus concinnus Buining&Brederoo 1 (BDA) 1
(Cactaceae)
- 305
*Melocactus glaucescens Buining&Brederoo 4 4
(Cactaceae) - 312 (BDA):;
*Melocactus concinnus Buining&Brederoo 6
6 (CAA)

(Cactaceae) - 326

*Para os cactos, as partes coletadas foram recortes do cacto, j& que estes nao

possuem folhas nem cascas.

Ao analisar os 69 isolados endofiticos de acordo com suas caracteristicas
macroscopica, como cor € forma, observamos que existiam espécies com isolados
em comum ou ainda que eram encontrados tanto nas cascas como nas folhas dentro
de uma mesma espécie vegetal. Com base nesse critério, selecionamos apenas os
microrganismos que eram diferentes entre si, desta forma essa triagem resultou em
33 isolados, como mostra a figura 2.

E possivel observar a variedade de microrganismos endofiticos isolados
entre as espécies vegetais coletadas. Os microrganismos seguiram para posterior

identificacdo por biologia molecular por meio do sequenciamento da regido ITS.
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Figura 2: Microrganismos endofiticos isolados de plantas da Caatinga.

3.1.1 Analise filogenética dos microrganismos endofiticos

Como resultado da identificacdio dos microrganismos, construimos uma
arvore filogenética com todos os 33 isolados endofiticos.Como resultado podemos
observar na figura 5 abaixo que os isolados abrangem os reinos Fungi e Bacteria,
sendo que a maioria dos endofiticos sdo da familia Aspergillaceae pertencendo ao
filo Ascomycota, classes Eurotiomycetes, ordem Eurotiales

(WIJAYAWARDENE et al., 2020).

Os fungos isolados pertencem ao género Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Talaromyces sp. Outras familias foram observadas neste isolamento, como
Sordariaceae, Chaetomiaceae, Nectriaceae, Botryosphaeriaceae,

Phaeotrametaceae e Pleosporaceae.

Os genéros Aspergillus sp. e Penicillium sp. foram os mais abundantes,
observa-se ainda uma predominancia do género Aspergillus em quase todas as
espécies vegetais abordadas neste estudo para o isolamento dos endofiticos,
demonstrando a diversidade deste género em mais de um grupo de arvore. Ao
contrario de outras familias que estiveram presentes em apenas um tipo de arvore,
como ¢ o caso da familia Sordariaceae, Nectriaceae e Botryosphaeriaceae estando
presentes apenas nos cactos. Deste isolamento apenas um endofitico bacteriano foi

obtido, uma actinobactéria do género Streptomyces sp.
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Figura 3: Arvore filogenética de microrganismos endofiticos isolados de plantas
da Caatinga.

3.2 Obtencao dos metabdlitos secundarios

Como resultados da fermentacdo dos microrganismos endofiticos, foi

realizada a fermenta¢do de 12 microrganismos endofiticos escolhidos de forma

122

FUNGI

BACTERIA



aleatoria. A fermentagao resultou em 12 extratos brutos e 8 extratos de micélio. Na
tabela 2 ¢ possivel observar as quantidades obtidas de cada extrato bem como o

volume da fermentacao.

Tabela 2: Rendimento dos extratos brutos de acetato de etila e micélio.

Massa (mg) Volume
Extrato fermentado
EBAcOEt Micélio
(L)
CAATO004 472.8 1,4958 3
CAATO005 473,5 2,4433 2,3
CAATO007 7,2679 6,7713 3
Nao forma
CAATO008 235.,5 . 2
micélio
N3ao forma
CAATO10 341,9 . 2
micélio
CAATO019 68,1 112,9 1
CAATO022 473,6 2,4593 2
CAATO023 183 6,8224 3
CAATO036 81,7 - 1
CAATO040 311,4 1,3645 2
CAATO56 54,8 215,7 1
CAATO068 3437 820,9 2

(T3N3

este extrato foi perdido por contaminagao externa.

Os extratos foram testados para avaliar as atividades antibacteriana e
antiformacdo de biofilme contra as cepas S. aureus Newman ATCC 25904 e P.
aeruginosa ATCC 27853. Nas figuras 4 e 5 esta representado os resultados das
atividades antibidticas ¢ antiformacao de biofilme dos extratos brutos de acetato

de etila (EBACcOEY) testados na concentracao de 100 pg/ml.
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Figura 4: Andlise antibiotica e antibiofilme dos extratos brutos de acetato de etila
testados contra S. aureus Newman em uma concentra¢dao de 100 pg/ml. Os valores
foram considerados significativos para um P<0,05.

Para avaliacdo da atividade antibiotica, podemos observar as atividades no
grafico representado na figura acima dos seguintes extratos, CAATO00S,
CAATO008, CAAT 010, CAAT 022, CAAT 023, CAAT 040 e CAAT 068
apresentaram atividade antibiodtica contra S. aureus Newman com porcentagens de
atividade de 70%, 60%, 28%, 34%, 12%, 14% e 38%, respectivamente. Estes
extratos apresentaram valores significativo para um P < 0,05, quando comparados
com o grupo controle nao tratado.

Para os resultados de antiformagao de biofilme dos EBACOEt testados
contra S. aureus Newman ¢ possivel observar o potencial de antiformacgdo de
biofilme de todos os extratos, CAAT004, CAATO005, CAAT007, CAATO008S,
CAATO10, CAAT 019, CAATO022, CAATO023, CAAT036, CAAT 040, CAAT
056 e CAATO068, com valores de inibicdo da formacao de biofilme de 92%, 72%,
82%, 90%, 85%, 50%, 96%, 99%, 60%, 31%, 30% e 91%, respectivamente. No
entanto para os extratos CAAT 005, CAAT 008, ao analisar as suas atividades
antibiotica percebe-se que a inibi¢do da formacao do biofilme para estes extratos

pode ser devido a agdo antibidtica, pois a atividade antibiotica reflete na formagao
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do biofilme, uma vez que ao reduzir o nimero de bactérias naquela condigao,
consequentemente havera uma menor quantidade de bactérias formando biofilme.

Para a atividade antibiotica dos EBAcOEt contra P. aeruginosa observamos
que apenas os extratos CAAT004, CAAT 007, CAAT 008 apresentaram atividade
antibidtica de 29%, 28% e 17%, respectivamente. Os demais extratos nao

apresentaram atividade antibiotica como pode ser observado na figura 7.
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Figura 5: Andlise antibiotica e antibiofilme dos extratos brutos de acetato de etila
testados contra P. aeruginosa em uma concentragdo de 100 pg/ml. Os valores
foram considerados significativos para um P<0,05.

A andlise da atividade de antiformacdo do biofilme contra P. aeruginosa
dos extratos brutos de acetato de etila, apenas os extratos CAAT 008 e CAAT 019
apresentaram inibi¢do da formagdo do biofilme de P. aeruginosa com inibigao de
38% e 35%, respectivamente. O extrato CAAT 008 apresentou atividade
antibiotica que pode estar diretamente relacionado com a atividade de
antiformac¢ao do biofilme apresentada por este extrato.

Na figura 6 observamos um grafico geral das atividades antibiodticas e
antiformagdo de biofilme dos extratos brutos de micélio testados contra S. aureus

Newman. Todos os extratos foram avaliados a uma concentragdo de 100 pg/ml.
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Para a atividade antibiotica € possivel observar que nao houve atividade
significativa para todos os extratos avaliados, para um P < 0,05, quando
comparadas ao grupo controle ndo tratado. Enquanto para a avaliagao da atividade
de antiformacdao do biofilme os extratos CAAT004, CAAT 005, CAAT 007,
CAAT 019, CAAT 022, CAAT 040, CAAT 056 e CAAT 068 apresentaram
resultados positivos e significativos na inibi¢cao da formagao do biofilme de S.
aureus Newman, com valores de inibicao de 81%, 40%, 58%, 25%, 58%,42%,
32% e 40%, respectivamente. E importante ressaltar que para estes extratos nio
houve atividade antibacteriana significativa, sendo estes resultados interessantes

para a atividade de antiformacao de biofilme.
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Figura 6: Analise antibiotica e antiformacao de biofilme dos extratos de micélio
testados contra S. aureus Newman em uma contragao de 100 pg/ml. P<0,05.

Ao analisar a atividade antibiotica na figura 7 abaixo dos extratos de micélio
contra P. aeruginosa observamos uma atividade antibiotica de 32% do extrato de
micélio CAAT 007 este resultado se mostrou significativo, para um P < 0,05,
quando comparado com o controle ndo tratado. No entanto, nenhum dos demais

extratos testados foi capaz de inibir a formagao de biofilme de P. aeruginosa.
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Figura 7: Andlise antibidtica e antiformagdo de biofilme dos extratos de micélio

testados contra P. aeruginosa em uma concentracao de 100 pg/ml. P<0,05.

As fases aquosas resultantes da extracdo do caldo fermentado também
foram testadas contra as cepas de S. aureus Newman e P. aeruginosa na
concentragdo de 100 pg/ml, os resultados das fases testadas estdo representados

nas figuras 8 e 9, respectivamente abaixo.
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Figura 8: Andlise antibittica e antiformacao de biofilme das fases aquosas

testados contra S. aureus Newman em uma concentracao de 100 pg/ml. P<0,05.

Dos resultados das atividades antibidticas dos extratos aquosos contra S.
aureus Newman exibidos na figura 8§ acima, podemos observar que os extratos
CAATO005, CAATO007, CAATO010, CAAT023, CAAT 036 foram capazes de inibir
o crescimento bacteriano, com inibi¢des de 6%, 12%, 4%, 18%, 3%,
respectivamente. Os demais extratos ndo apresentaram atividade antibidtica
significativa quando comparados com o grupo controle nao tratado. Para a inibi¢ao
da formacao do biofilme apenas os extratos CAAT004, CAATO007, CAATO023 e
CAATO040 foram ativos inibindo em 8%, 91%, 36% e 10% do biofilme de S.

aureus.
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Figura 9: Andlise antibiotica e antiformagdo de biofilme das fases aquosas
testados contra P. aeruginosa em uma concentracao de 100 pg/ml. P<0,05.

Quanto a avaliagao da atividade antibidtica dos extratos aquosos contra P.
aeruginosa podemos observar na figura 9 acima, que apenas os extratos CAAT040
foi ativo contra o crescimento P. aeruginosa inibindo em 19% o seu crescimento.
Para inibicao da formac¢do do biofilme as fases aquosas dos extratos CAATO004,
CAATO007, CAAT 019, CAAT 036, CAAT 056 e CAAT 068 inibiram 8%, 6%,

3%, 2%, 4% e 8%, respectivamente.

Além dos EBACcCOEt, extratos de micélio e extrato das fases aquosa,
obtivemos também extratos metandlicos e hexanicos oriundos de uma particao
realizada com o EBAcOEt afim de separar mais ainda os compostos presentes
naquele extrato. Sendo assim, a figura 10 e 11 abaixo traz os resultados das
atividades antibacteriana e de antiformacgao de biofilme destes extratos contra S.
aureus Newman e P. aeruginosa. As concentragdes testadas para estes extratos
metandlicos foi de 100 pg/ml, no entanto para alguns extratos da fase hexanica ndo

foi possivel testar na concentra¢do de 100 pg/ml devido a baixa quantidade obtida
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na extragao, sao eles, o extrato CAATO004 foi testado na concentracao de 74 pg/ml

e o extrato CAATO008 a concentragdo testada foi de 40 pg/ml.
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Figura 10: Analise antibidtica e antiformacdo de biofilme das fases metandlicas
¢ hexanicas testados contra S aureus Newman. P<0,05.

Como observado na figura 10 acima, para as fases metandlicas dos extratos
testados € possivel observar uma atividade antibidtica dos extratos CAAT004 e
CAATO010 com porcentagens de inibicdo do crescimento bacteriano de 40% e
15%, respectivamente. Para os extratos da fase hexanica os extratos que exibiram
atividade antibiotica foram CAATO008, CAATO010 e CAATO19, com porcentagens

de atividade antibiotica de 31%, 57% e 46%, respectivamente.

Para analise da atividade de antiformacao do biofilme todos os extratos da
fase metandlica foram ativos contra S. aureus com inibigdes de 90% para o extrato
CAATO004, 83% de inibicao para o extrato CAATO007, 85% do extrato CAATO00S,
87% para o extrato CAATO010, 18% para o extrato CAATO019 e 22% para o extrato
CAATO036. A fase hexanica apresentou atividade de antiformacao do biofilme dos
seguintes extratos CAAT007, CAATO008, CAAT010, CAATO019 e o CAATO36,

com porcentagens de inibicao de 36%, 80%, 76%, 99% e 97%, respectivamente.
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Estes mesmos extratos também foram avaliados quanto a sua atividade
antibidtica e antiformac¢do do biofilme contra P. aeruginosa como demonstrado na

figura 11 abaixo.

0.4+ -4

o

% * ok _E* ;II g‘l
E 0.3_ ; ; T**** I I I ; *%kk — 3 -
@ ) Ii r 5
o +® & T &O T abqd <
S 0.2+ -2 ©
S o
= =
O 0.1 -1 5
2 =
@)

OO I*I 1 | | L II?I 17 1T 1T 1 0
283538333%8 283583583288
SEeSEBES  fgegEgEs
+ O + O
Sa<<TILL  §E<<csLLL
Ol < < Ol <<g

éoooooo éoooooo
Fase metandélica Fase hexanica

e OD600ONm O OD570 nm

Figura 11: Andlise antibittica e antiformacao de biofilme das fases metandlicas

e hexanicas testados contra P. aeruginosa. P<0,05.

Como demonstrado na figura acima, podemos observar que os extratos da
fase metanolica CAAT007, CAAT008, CAAT010, CAATO019 e CAATO036
exibiram inibi¢do do crescimento de P. aeruginosa de 18%, 13%, 12% ¢ 19%,
respectivamente. Dos extratos das fases hexanicas apenas os extratos CAATO019 e
CAATO036 apresentaram atividade antibidtica contra P. aeruginosa com
porcentagem de atividade de 37% para ambos os extratos. Quanto a avaliagdo da
atividade de anti-formacgao do biofilme, apenas o extrato hexanico CAATO036 foi

ativo com inibi¢ao do biofilme P. aeruginosa de 22%.

4.0 CONCLUSAO
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A grande maioria das estimativas de diversidade de fungos sdo realizadas
com o auxilio da biologia molecular que permitem identificar com maior precisao
as espécies e relacionar a filogenia entre elas, classificando-os da melhor forma
dentro dos taxons (ARNOLD et al, 2000). Neste estudo com o auxilio de
ferramentas moleculares e por meio de andlises filogenéticas foi possivel
identificar de 33 endofiticos e realizar a anotacdo dos isolados de cada planta

coletada da regido da Caatinga.

A diversidade de microrganismos endofiticos isolados da Caatinga mais
precisamente na regido semiarida, demonstra que existe biodiversidade neste
bioma que por muitas vezes € subestimado, desta forma ¢é preciso ressaltar e
investigar a biodiversidades de regides secas como a Caatinga, primeiro pelo fato
de que esse tipo de clima ¢ predominante em cerca de 30% do planeta (PEEL et
al., 2007) e segundo por que regides secas se apresentam como um ambiente de
pesquisa promissor devido aos desafios ambientais enfrentados pelas espécies que

ali vivem (BEZERRA, 2016).

Neste estudo do isolamento de microrganismos endofiticos de plantas da
Caatinga, destaca-se o isolamento de fungos pigmentados, como por exemplo
espécies de Alternaria burnsii, Aspergillus sp. € Penicillium sp. A produgdo de
melanina por fungos endofiticos pode estar relacionada com a relagcdo simbidtica
entre fungo/hospedeiro. De acordo com Redman e colaboradores (2002) a
producdo de melanina pelos fungos dissipa o calor ao longo das hifas e o endofitico
pode ainda ativar prontamente o sistema de defesa fazendo com que a planta
responda de forma imediata ao estressa térmico. Além de conferir prote¢ao contra
o estresse das altas temperaturas, os endofiticos demonstram ainda a capacidade

de tolerarem a altas radiacdes UV e de seca intensa (HUBBARD et al., 2014).

Fungos endofiticos podem ter preferéncia de colonizacdo, seja pelas
familias de plantas, fisiologia da planta, localizacdo desta e até¢ mesmo pela textura
do tecido (PHOTITA et al, 2001). Os resultados obtidos neste capitulo

corroboram com esta informag¢do, uma vez que se observou um maior nimero de

132



microrganismos isolados em uma determinada planta do que em outra, mesmo
sendo plantas coletadas em uma mesma regido. Outra informag¢do que vale a pena
ressaltar ¢ que foi observado diferencas entre os isolados de acordo com a parte
vegetal coletada dentro de uma mesma espécie de planta. Microambientes como
por exemplo copas de arvores, clareiras, ambientes aridos e ambientes com
alternancia de periodos de chuva e de seca podem influenciar no tipo de endofitico

isolado (HOFFMAN e ARNOLD, 2008).

De acordo com Arnold e colaboradores (2000) o numero de fungos
endofiticos isolados de regides secas pode estar relacionado em virtude da baixa
umidade do ar uma vez que esta ¢ uma caracteristica importante pois influéncia na
esporulagdo, além das caracteristicas da vegetacdo. O clima também ¢ um fator
determinante (COLLADO et al., 1999). Além de que microrganismos de regides
secas sofrem uma maior selecao para colonizar o seu hospedeiro (HOFFMAN e

ARNOLD, 2008).

Mesmo havendo um avango sobre a biodiversidade de endofiticos isolados
de regides aridas, ainda sim a literatura concentra mais dados sobre o isolamento
de endofiticos oriundos de regides imidas. Dos poucos estudos sobre endofiticos
de areas secas, alguns deles relatam o isolamento de endofiticos dos cactos Cereus
jamacuru ¢ Opuntia ficus-indica (BEZERRA et al., 2012; 2013), outro estudo
relata 22 espécies de endofiticos presentes em cactos em areas desérticas do
Arizona (SURYANARAYANAN et al., 2005), bactérias endofiticas foram
isoladas da espécie de cacto Opuntia ficus-indica Mill isolado do semiarido
nordestino brasileiro (COSTA e MELO, 2012). Bezerra (2016) avaliou a
diversidade de fungos endofiticos associados a Pilosocereus gounellei subsp.
gounellei, Melocactus zehntneri e Tacinga inamoena em areas de Caatinga
preservada e em 4reas com agricultura familiar sustentavel no estado de

Pernambuco, nordeste do Brasil.

Este estudo permitiu o isolamento de 11 fungos endofiticos obtidos das
Cactaceae, sendo as espécies de Melocactus glaucencis Buining & Brederoo e

Melocactus concinnus Buining & Brederoo, 3 endofiticos de Anadenanthera
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colubrina (Angico), 11 endofiticos de Myracrodruon urundeuva Allemao (Aroeira
preta), 10 endofiticos de Ziziphus joazeiro (Juazeiro), 18 endofiticos da
Commiphora leptophloeos (Amburana) e 16 endofiticos de Mimosa tenuiflora
(Jurema preta). Os cactos e as demais espécies abordadas representam um
importante grupo de estudo em virtude das suas caracteristicas com interessantes
adaptagcdes intrinsecas a regido em que vivem, além de contribuir para o

conhecimento acerca da biodiversidade endofitica da Caatinga.

O isolamento dos microrganismos da Caatinga resultou em 69 isolados
endofiticos, em que 33 destes foram identificados e 12 deles foram avaliados
quanto a suas atividades antibiotica e antibiofilme contra as bactérias S. aureus
Newman e P. aeruginosa. A partir dos dados obtidos neste capitulo, dois
microrganismos foram selecionados para aprofundamento das suas atividades
antibacteriana e antibiofilme, bem como realizar a caracterizacdo quimica dos seus

metabolitos.
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CAPITULO 3: Silva, Dayse Pereira Dias; Da Rosa, Deisiane Fernanda; De
Felicio, Rafael; Trivella, Daniela Barretto Barbosa; Landell, Melissa Fontes;
Macedo, Alexandre José. Chemical characterization of secondary
metabolites of the endophytic Alternaria burnsii isolated from the Brazilian
Caatinga. Manuscrito a ser submetido
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O capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 135 -180, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Consta da caracterizagdo
quimica, atividade antibacteriana e antibiofilme, além da identificagdo do
microrganismo endofitico e analise do seu genoma.






CAPITULO 4: Silva, Dayse Pereira Dias; Da Rosa, Deisiane Fernanda; De
Felicio, Rafael; Trivella, Daniela Barretto Barbosa; Landell, Melissa Fontes;
Macedo, Alexandre José. Chemical characterization of secondary
metabolites of Penicllium chermesinum isolated from Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett (Burceraceae) (Umburana) from Caatinga.
Manuscrito a ser submetido.
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O capitulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as 181 -206, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparagdo para publicagdo em periddico cientifico. Consta da caracterizagdo
quimica, atividade antibacteriana e antibiofilme e identificagao do microrganismo
endofitico.
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As dificuldades enfrentadas no tratamento de infec¢des associadas a
biofilmes estdo intrinsicamente relacionadas com os mecanismos de resisténcia
proprios da comunidade do biofilme, além da limitada difusdo encontrada pelos
antibidticos na matriz extracelular. Esses fatores tornam as bactérias de dentro do
biofilme muito mais tolerantes que as bactérias planctonicas. Desta forma € preciso
pensar em estratégias mais eficazes para desfazer ou inibir a formagdao dos

biofilmes (HOIBY et al., 2010).

A resisténcia microbiana ¢ um fator muito importante e preocupante uma
vez que genes de resisténcia aos antimicrobianos estdo presentes principalmente
em bactérias causadoras de doencas, além de que os microrganismos
desenvolveram resisténcia a todas as classes de antibacterianos aprovadas até hoje

(LARSSON e FLACH, 2022).

Algumas estratégias para a problematica dos biofilmes podem ser
encontradas na imensidade de moléculas obtidas a partir dos produtos naturais. Os
microrganismos endofiticos sdo boas fontes para a obtencdo de moléculas
promissoras pelo fato de produzirem uma infinidade de substancias bioativas. A
diversidade de moléculas obtidas a partir dos microrganismos endofitico
demonstra a importancia deste nicho para a pesquisa tendo como alvo os biofilmes

bacterianos.

A grande variabilidade de microrganismos endofiticos existentes € notdria
como reportado por Silva e colaboradores (2022) que relataram diversos fungos
endofiticos isolados, bem como um total de 166 moléculas isoladas a partir destes
fungos endofiticos. As moléculas isoladas relatadas apresentaram atividade
antibidtica contra bactérias Gram-negativas. Além dos resultados apresentados
neste estudo sobre metabolitos secundarios isolados de endofiticos. Estima-se que
existam milhares de endofiticos ainda sem relato (FAETH e FAGAN., 2002;
FAETH e HAMMON., 1997).

Neste trabalho nds obtivemos o isolamento de 69 microrganismos
endofiticos da Caatinga, destes, 33 foram identificados e tiveram sua arvore

filogenética construida, além disso dois endofiticos Alternaria burnsii e
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Penicillium chermesinum isolados da planta Commiphora leptophloeos (Mart.)
J.B. Gillett (Burceraceae), tiveram seus extratos fracionados e avaliados para
atividade antibiotica e antibiofilme. A caracterizagao das fragdes do extrato de
micélio do endofiticos A. burnsii resultou na anotagdo de 18 moléculas
identificadas por desrreplicagdo, as moléculas Tentoxina B, dihidrotentoxina e
acido secalonico A, foram apontadas como as principais responsaveis pela
atividade antibiotica observada contra S. aureus Newman. Essa analise € realizada
por correlacdo que considera a atividade bioldgica observada e a abundancia da

molécula na fragao ativa.

O numero de endofiticos descritos s6 tende a crescer, acredita-se que cerca
de 1,5 milhdes de espécies ainda serdo descobertas ( HAWKSWORTH, 1991). Um
levantamento mais recente ¢ de que esse numero possa ser ainda maior chegando
a 5 milhdes de endofiticos a serem descobertos (BLACKWELL, 2011). Essa
teoria faz sentido quando observamos as mais de 300 mil espécies de plantas e
poucas dessas foram completamente estudadas quanto aos seus microrganismos

endofiticos (STROBEL et al., 2002).

Microrganismos endofiticos sio comumente encontrados nos mais diversos
tipos de vegetais, em espécies tropicais (ARNOLD e HERRE, 2003) e em zonas
aridas como no deserto de Sonoran na América do Norte (MASSIMO et al., 2015).
As plantas coletadas neste estudo abrangem as mais variadas familias como
Leguminosae, Rhamnaceae, Burceraceae, Anacardiaceac ¢ Cactaceae. Neste
estudo nds isolamos 69 microrganismos endofiticos de 5 arvores e de 2 espécies
de cactos, todas as espécies tipicas da Caatinga. Dentre os isolados n6s observamos
uma grande variabilidade de espécies obtidas demonstrando que muitas vezes uma
mesma espécie vegetal ¢ hospedeira de mais de um tipo de endofitico, e em outros
casos apenas um unico tipo de endofitico foi isolado por espécie. Muitas vezes o
fato de obtermos apenas um isolado por espécie vegetal vai de encontro com as
necessidades da planta, estas muitas vezes permitem a presenca de determinados
endofiticos por questdes de necessidades nutricionais e de sobrevivéncia,

exatamente por precisarem de uma troca de compostos oferecidos por esses
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endofiticos que sdo necessarios para a sobrevivéncia do hospedeiro (FAETH e

HAMMON, 1997).

Esse € o caso de plantas tipicas de regides secas e aridas como a Caatinga.
Essas plantas possuem caracteristicas peculiares de sobrevivéncia como
diferenciagao de folhas para espinhos e aculeos como forma de adaptagdo a
escassez das chuvas e desta forma obter um maior armazenamento de agua
(MEIADO et al., 2015). A propria associagdo com os endofiticos também sao
mecanismos de sobrevivéncia, uma vez que estes conferem tolerdncia a altas
temperaturas (REDMAN et al., 2002), producdo de moléculas que atuam por
exemplo na protecao da planta contra raios UV, produ¢do de toxinas conferindo

protecao contra herbivoros, entre outros (HUBBARD et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios ativos obtidos da espécie Commiphora
leptophloeos (Amburana) abrangem as diferentes classes quimicas. Para o extrato
de micélio do endofitico de A. burnsii algumas classes quimicas foram descritas
como alcaloides, terpenos, quinonas, dicetopiperazinas, citocininas, cumarinas,

nucleosideos, benzopiranos, lipideos, ester e naftoquinonas.

Alguns estudos sobre o potencial bioldgico dos fitoquimico de Commiphora
leptophloeos tem sido relatado na literatura. Pereira e colaboradores (2017)
observaram atividade antimicrobiana do extrato das cascas de C. leptophloeos
contra varias bactérias Gram-positivas como Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus. A investigacdao do perfil
quimico da C. leptophloeos detectou a presenca de compostos fendlicos como os
acidos galico, clorogénico e protocatecuico, flavondides e taninos, esses

compostos sdo conhecidos por serem agentes antimicrobianos.

Bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa sao importantes patdgenos
que preocupam devido a sua resisténcia a diversos tratamentos, isso se deve aos
diferentes mecanismos de resisténcia conferido por esta bactéria como producao
de B-lactamases que interferem na agdo de antibioticos pB-lactamicos e bombas de

efluxo que diminuem o acumulo intracelular da droga (GASPAR et al., 2013).
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Outro estudo avaliando o extrato de C. leptophloeos observou inibigao do biofilme

e efeito bacteriostatico de P. aeruginosa (TRENTIN et al., 2013).

Dantas-Medeiros e colaboradores (2021) relataram atividade antibiofilme
contra espécies de Candidas sp., essa atividade foi atribuida a presenca de taninos
condensados do tipo Proantocianidinas poliméricas do tipo B no extrato de C.
leptophloeos. Cordeiro et al (2021) observaram atividade antioxidante do extrato
de C. leptophloeos, os autores identificaram diversos compostos como compostos
fenolicos, terpenos, flavonoides, saponinas e taninos e atribuiram a presenga destes

compostos a atividade antioxidante observada.

Como demonstrado acima os estudos envolvendo C. leptophloeos trazem
dados sobre o perfil fitoquimico da espécie vegetal, porém ndo ha relatos do
1solamento dos seus microrganismos endofiticos € seus metabolitos secundarios.
Para seu melhor conhecimento este trabalho traz o isolamento até entdo nao
relatado dos endofiticos presentes em C. leptophloeos além da investigacao dos

seus metabolitos secundarios e suas atividades antibacteriana e antibiofilme.

Diante dos resultados positivos para as atividades antibidtica e antibiofilme,
analisamos a toxicidade das fragdes ativas e obtivemos um bom resultado do perfil
toxico das fragdes e desta forma nos permitiu decidir sobre o potencial futuro
daquela fragdo. O modelo in vivo de G. mellonella utilizado para avaliacdo da
toxicidade ¢ uma opg¢ao vantajosa para o estudo de toxicidade e de agentes
patogénicos em humanos, uma vez que esses invertebrados possuem semelhanga
evolutivas com os humanos, além da sua facil manipulagdo, possuem semelhanga
com o sistema imune inato de vertebrados com alto grau de estruturas semelhantes

(LIONASKI, 2011; GLAVIS-BLOOM et al., 2012).

Estudos envolvendo modelos de G. mellonella conferem vantagem pois
estes invertebrados possuem uma resposta imune altamente eficaz e adaptada
capaz de lidar com uma ampla variedade de patdgenos, a semelhanga do sistema
imune inato dos invertebrados com o sistema imune dos mamiferos torna o seu uso
muito interessante, pois fornece informacdes obtidas nos invertebrados sobre o

funcionamento dos mamiferos (KAVANAGH e REEVES, 2004).
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Insetos como G. mellonella apresentam estruturas celulares semelhantes a
dos mamiferos como por exemplo hemolinfa que se assemelha ao sangue nos
mamiferos sendo responsavel pelo transporte de nutrientes e moléculas
sinalizadoras. Os hemocitos sdo responsaveis pela defesa celular e humoral, os
tipos de defesa celular envolvidos no sistema imune das G. mellonela sao
fagocitose, encapsulamento, melanizacdo e eliminagdo de toxinas (MATHA e
MRACEK, 1984). Estes componentes sdao necessarios para o entendimento dos
processos de infecgdo bacteriana e para avaliar a toxicidade potencial de novos

compostos (TSAI et al., 2016).

Modelo de G. mellonella sao fundamentais para avaliar a acdo de moléculas
e desta forma determinar a eficacia de agentes antimicrobianos € sua resposta
aproximada em humanos, por exemplo (THOMAS et al., 2013). Outro fato
vantajoso das larvas ¢ que elas podem ser mantidas a 37 °C, uma qualidade
importante quando se analise possiveis moléculas com aplicagdo em humanos
(HOFFMANN, 1995), além de nao necessitarem de aprovacao de comités de ética

para utilizagdo (TSAIl et al., 2016).

Neste contexto, este trabalho contribui para a valorizag¢ao da biodiversidade
microbiana endofitica de espécies de plantas tipicas da Caatinga, trazendo
informagdes importantes a respeito da abundancia endofitica e quimica presente
neste bioma. Além de fornecer as atividades biologicas antimicrobiana e
antibiofilme destes metabolitos. E importante ressaltar que a literatura traz muitos
dados sobre os metabdlitos secundarios obtidos a partir da matéria prima vegetal
dessas plantas da Caatinga, no entanto, os dados referentes a microbiota endofitica

ainda ¢ escasso.

Por fim, muitas dessas moléculas ndo haviam sido reportadas até entdo em
espécies de A. burnsii e nao ha relatos na literatura quanto a suas atividades
antibiofilme. Os resultados apresentados aqui sdo importantes diante da
problematica encontrada no combate dos biofilmes pois contribuem e direcionam

para futuras pesquisas na area de biofilmes bacterianos.
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As espécies vegetais tipicas da Caatinga analisadas quanto a suas espécies
endofiticas se mostraram ricas em fungos endofiticos, sendo a grande
maioria dos isolados fungos endofiticos da familia Aspergilaceae, apenas
uma actinobactéria foi isolada deste estudo;

A espécie Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett (Burceraceae) foi
a espécie que apresentou maior riqueza de endofiticos isolados;

Os endofiticos Alternaria burnsii e Penicillium chermesinum identificados
de Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett (Burceraceae) produziram
metabolitos ativos na inibi¢do do crescimento bacteriano de S. aureus
Newman e P. aeruginosa. Além de apresentar atividade antibiofilme contra
S. aureus Newman;

As fragdes enriquecidas dos extratos de micélio dos endofiticos A. burnsii
e P. chermesinum apresentaram toxicidade em modelo de G. mellonella,
A maioria das fracoes dos extratos EBACOEt de A. burnsii e P.
chermesinum nao foram toxicas para o modelo de G. mellonella;

A predicao do genoma de A. burnsii possibilitou realizar a anotacdo de
alguns possiveis metabolitos da espécie e estes foram de encontro aos
metabolitos anotados neste estudo com o auxilio de técnicas de

desrreplicagao.
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A fim de complementar os resultados até entdo obtidos neste trabalho, temos como

perspectivas futuras:

1.
2.

Concluir a caracterizagdo quimica das fra¢des obtidas;

Realizar os ensaios de protecao das fracdes em modelos de G. mellonella
contra os patogenos avaliados nesta tese;

Avaliar a viabilidade das células bacterianas do biofilme;

4. Avaliar a morfologia do biofilme por meio de técnicas microscopicas como

SEM a fim de obter imagens do biofilme tratados com as fracdes ativas;
Finalizar a anotagdo gendmica das duas espécies fungicas, Alternaria

burnsii e Penicillium chermesinum.
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Anexo 1: Material suplementar referente ao capitulo 3.
Chemical characterization of secondary metabolites of the endophytic
Alternaria burnsii isolated from the Brazilian Caatinga.

O Anexo 1 ¢ constituido por graficos referentes ao manuscrito cientifico a ser
publicado, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 237 -244.
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