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RESUMO

O fungo Curvularia sp. apresenta cerca de 119 espécies ¢ possui como principal caracteristica
a variabilidade morfologica. As espécies deste género sdo classificadas como organismos
saprofitos, endofitos e agentes patogénicos oportunistas, provocando nos seres humanos
sinusite alérgica, pneumonia, endocardite, micetoma, onicomicose, queratites, abscessos
cerebrais entre outros. Dentre as espécies de maior interesse, C. lunata ¢ a principal isolada
nos sitios de infec¢des humanas e de outros seres vivos. Além disso, a dificuldade da
identificagdo ¢ o principal desafio, pois ha limitagdes dos recursos convencionais de
identificacdo, fazendo necessaria a utilizagdo de técnicas mais sofisticadas. Outra abordagem
importante ¢ a utilizacdo de metabolitos secundérios produzidos pelos fungos como fonte
alternativa na atividade antimicrobiana. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar
molecularmente o isolado de Curvularia sp. e avaliar o seu extrato no perfil de toxicidade e
antimicrobiano. Para isso foi realizada a extracdo de DNA do fungo isolado do ambiente,
sendo aplicada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase; producao do extrato e ensaios de
toxicidade in vitro utilizando eritrocitos, in vivo em modelo alternativo utilizando larvas de
Tenebrio molitor, e para o perfil antimicrobiano foi testar o efeito do extrato em trés cepas
padrdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, avaliando a
concentra¢do inibitdria minima, concentragdo bactericida e fungicida minima, além do efeito
anti-biofilme em superficie abidtica. Os resultados obtidos confirmaram através da
caracterizacdo molecular o isolado ambiental pertencente a espécie C. lunata; O extrato
apresentou-se atoxico em ensaios de toxicidade in vitro utilizando eritrdcitos, in vivo em
modelo alternativo utilizando larvas de Tenebrio molitor, foram observadas amplas atividades
antimicrobianas nos trés microrganismos testados e reducdes na biomassa do biofilme.
Portanto, concluimos neste estudo que as técnicas moleculares sdo ferramentas importantes
para a identificacdo de espécies e que o extrato produzido a partir dos metabolitos secundérios
de C. lunata apresenta potencial promissor para futuras aplicagdes terapéuticas nas infecgdes
de etiologia bacteriana e fingica.

Palavras-chave: Curvularia lunata, Identificagao molecular, Extrato, Antimicrobiano.



ABSTRACT

The fungus Curvularia sp. presents about 119 species and has morphological variability as its
main characteristic. The species of this genus are classified as saprophytic organisms,
endophytes and opportunistic pathogens, causing allergic sinusitis, pneumonia, endocarditis,
mycetoma, onychomycosis, keratitis, brain abscesses, among others. Among the species of
greatest interest, C. lunata is the main one isolated at sites of human and other living beings
infections. In addition, the difficulty of identification is the main challenge, as there are
limitations of conventional identification resources, making it necessary to use more
sophisticated techniques. Another important approach is the use of secondary metabolites
produced by fungi as an alternative source of antimicrobial activity. Thus, the aim of this
study was to molecularly identify the Curvularia sp. and evaluate its extract on toxicity and
antimicrobial profile. For this, the extraction of DNA from the fungus isolated from the
environment was performed, using the polymerase chain reaction technique; extract
production and toxicity tests in vitro using erythrocytes, in vivo in an alternative model using
larvae of Tenebrio molitor, and for the antimicrobial profile it was tested the effect of the
extract on three standard strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida
albicans, evaluating the minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal and
fungicidal concentration, in addition to the anti-biofilm effect on abiotic surface. The results
obtained confirmed, through molecular characterization, the environmental isolate belonging
to the species C. lunata; The extract was non-toxic in in vitro toxicity assays using
erythrocytes, in vivo in an alternative model using Tenebrio molitor larvae, broad
antimicrobial activities were observed in the three microorganisms tested and significant
reductions in biofilm biomass. Therefore, we conclude in this study that molecular techniques
are important tools for species identification and that the extract produced from C. lunata
secondary metabolites has promising potential for future therapeutic applications in bacterial
and fungal infections.

Key-words: Curvularia lunata, Molecular identification, Extract, Antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

O género Curvularia ¢ composto por cerca de 119 espécies e apresenta uma
variabilidade morfologica observada nas espécies pertencentes a esse género, sendo dividido
em trés grupos: “geniculata”, representado pela espécie C. geniculata, o grupo “lunata”,
representado por C. lunata e o grupo “maculans”, com a espécie C. maculans, suas diferencas
estdo relacionadas de acordo com a sua morfologia, presenca de conidios, nimeros de septos
e aspectos da colonia (WEBER, 2006; LIMA; FURTADO, 2007; MADRID et al., 2019).

As espécies desse g€nero consistem em fungos saprofitos, endofitos e agentes
patogénicos oportunistas, provocando nos seres humanos sinusite alérgica, pneumonia,
endocardite, micetoma, onicomicose, queratites, abscessos cerebrais entre outros, sendo a C.
lunata a principal espécie isolada nos sitios de infeccao. Entretanto, para o desenvolvimento
das infecgdes de origem fungica existe uma variabilidade de fatores relacionados ao patdogeno
e aspectos do hospedeiro, relacionados com a integridade do sistema imune, que ¢ a chave
principal (LAKHUNDI et al., 2017).

Outro desafio relacionado a espécie € a dificuldade da identificagdo dos caracteres de
Curvularia, devido a diversidade de espécies e limitacdes dos registros, principalmente em
trabalhos mais antigos e das inconstancias de caracteristicas morfologicas e biométricas dos
esporos causadas por diferentes condigdes em que ocorre o crescimento e, sobreposicdo dos
valores das medidas apresentadas por diferentes autores (SUN et al., 2003; CAVANNA et al.,
2014).

A aplicagdo de técnicas moleculares tem auxiliado significativamente na identifica¢do
de espécies de fungos, bem como em estudos filogenéticos e taxondmicos, incluindo a
diferenciagdo de agrupamentos intraespécies (ALVES et al., 2020).

Curvularia demostra promissoras atividades com potencial exploragdo, como agentes
antimicrobianos que apresenta inibi¢do de alguns microrganismos patogénicos, sendo a
bactéria E. coli a mais suscetivel a todos os extratos brutos. Metabdlitos de Curvularia
exibem atividade antifungica contra os patogenos fungicos como, Trichophyton rubrum,
Aspergillus fumigatus e Trichophyton sp.(TAYUNG; SARKAR; BARUAH, 2012).

Os endofiticos, como o género Curvularia, ainda nao foram amplamente explorados
em relagdo a suas propriedades terapéuticas, um Unico microrganismo endofito pode ser capaz

de produzir varios metabolitos bioativos, com fontes ricas de metabdlitos quimicamente
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diferentes e com vasta aplicacdo nas industrias farmacé€uticas e na agricultura (MEDEIROS et

al. 2018).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que pertencem principalmente aos filos
Ascomycota e Basidiomycota, classificados de acordo com o hospedeiro colonizado, o0 modo
de colonizacao, tipo de transmissdo e funcdo ecoldgica. Esses organismos podem colonizar os
tecidos vegetais por meio de estruturas presentes nas plantas como estdomatos ou hidatddios,
produzindo enzimas liticas capazes de degradar a parede vegetal ou por fissuras ocasionadas
por fungos fitopatogénicos ou insetos (FRANCO et al, 2014).

A principal estrutura da planta em que a colonizacdo pelos end6fitos nos vegetais € a
raiz, contudo, pode acontecer por meio das sementes do hospedeiro, quando o microrganismo
endofitico se difunde de forma sistémica entre as geracdes da planta e pode se instalar durante
todas as fases de vida da planta hospedeira (GALLON et al., 2015).

Os fungos endofiticos podem estar presentes em espécies vegetais das mais variadas
regides e¢ de todas as categorias, sendo encontrados habitando bridfitas, pteridofitas,
gimnospermas e angiospermas e podendo ser generalistas ou especificos do seu hospedeiro.
Essa interacdo mutualistica entre fungos e plantas sugere que os fungos coevoluiram com seus
hospedeiros: os vegetais proporcionam nutrientes ¢ prote¢ao aos fungos ao passo que recebem
compostos quimicos como enzimas, alcaloides e antibidticos fazendo com que a planta tenha
maior resisténcia em ambientes adversos cujo fator pode ser biotico (inseto, herbivoros,
microrganismos) e/ou abidtico (pH, temperatura, estresse hidrico) (PAMPHILE et al., 2017).

Vale destacar que por meio desta interagdo, o endofito pode produzir as mesmas
substancias quimicas da planta hospedeira, o que se considera uma transposicdo de genes
entre as plantas e os fungos. Logo, o interesse da comunidade cientifica por produtos naturais
oriundos de fungos endofiticos vem crescendo pelo fato de ser uma nova fonte de
biomoléculas ativas de estrutura Unica e com grande atividade biologica, que desperta
interesse na industria farmacéutica, agricola e na biotecnoldégica (LUNARDELLI et al.,
2016).

Entre as descobertas destaca-se o composto taxol, um diterpendide produzido pela

planta Taxus brevifolia, com atividade anticancerigena no tratamento de cancer mamario e
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uterino, que também ¢ produzido por um fungo endofitico, Taxomyces andreanae, isolado do
vegetal (GONCALVES et al., 2013).

Ademais, os fungos endofiticos sdo responsaveis pela producdo de enzimas de
interesse industrial, tais como: celulases, xilanases, pectinases ¢ amilases. Os fungos
endofiticos no periodo de coloniza¢do do vegetal sdo capazes de degradar paredes celulares e
facilitar sua entrada no hospedeiro por meio da produc¢do de enzimas liticas (pectinases,
celulases e lipase) (LACAVA et al, 2014).

As enzimas também funcionam como um modo de resisténcia para o fungo para
superar as defesas da planta durante a invasdo microbiana e como uma forma dos fungos
obterem alimentos para seu hospedeiro, além de serem necessarias para o crescimento e
manuten¢do do organismo, como ¢ o caso das proteases e das endonucleases (FILLAT et al.,
2017).

Logo, conforme explanado, os fungos endofiticos sdo empregados para diversos fins
¢ o entendimento das interagdes entre fungos endofiticos e as plantas hospedeiras podem abrir
novas perspectivas para bioprospeccdo de moléculas biologicamente ativas e estudos de

diversidade desses organismos promissores nas areas agricolas, médicas e farmacéuticas.

2.2 Curvularia sp.

O género Curvularia pertence a familia Pleosporaceae, ordem Pleosporales e
filo Ascomycota. Apesar de ser um grupo de fungos monofilético, as espécies podem ser
encontradas divididas em: saprofitas, endofiticas e patogénicas em plantas, animais e mais
recentemente, seres humanos (MARIN-FELIX et al. 2020). Espécies fitopatogénicas podem
afetar gramineas silvestres, culturas de arroz, café, milho, trigo, e causar grandes perdas na
producdo agricola (TAN et al.,, 2018).

As espécies endofiticas t€ém despertado interesse nos ultimos anos pela sua producio
de metabolitos que sdo benéficos para os organismos vivos € ao meio ambiente. Desde o
primeiro relato de Curvularia spp. como patégeno humano em paciente com micetoma, outras
apresentacdes clinicas tém sido relatadas, principalmente atingindo o trato respiratorio, mas
podem até causar feohifomicose cerebral (BENGYELLA et al. 2019).

Entre as caracteristicas morfologicas destacam-se conidioforos simpodiais com
células conidiogénicas mono a politréticas e conidios septados transversalmente. Tipicamente,

os conidios em Curvularia spp. podem apresentar curvatura devido a hipertrofia de células
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intermediarias e sdo euseptados. Para alguns autores, os conidios do género sao distoseptados
(MADRI et al., 2014).

Algumas espécies presentes no género, anteriormente a outros dois géneros Bipolaris
spp. € Exserohilum spp. Contudo, a presenca de algumas caracteristicas morfolégicas como
conidios retos e distoseptados e com base em analises de sequéncia de DNA, foram
responsaveis pela transferéncia de algumas espécies para o género Curvularia spp.
(HERNANDEZ-RESTREPO et al. 2018). Além disso, devido a sobreposi¢do de caracteres
morfoldgicos entre certas espécies de Curvularia, como tamanho, forma e septacdo dos
conidios, uma identificacdo precisa em nivel de espécie ¢é dificil sem uma analise da sequéncia
de DNA (MANAMGODA et al., 2015).

Virias espécies foram descritas recentemente utilizando apenas analises de sequéncia
multilocus dos codigos de barras de DNA recomendados para delimitagdo de espécies, ou
seja, a regido do espagador transcrito interno (ITS) do DNAribossomal (DNAr), o locus
codificador de proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e fator de
alongamento de tradugdo 1-a (TEF- 1) (TAN et al. 2018).

Dentre as caracteristicas macroscopicas podem ser encontradas col6nias com
micélios de aspecto algodonoso, bordas regulares ou irregulares, coloracdo variando entre
verde musgo ou cinza como descrito para a espécie por Kim e Lee (1998) (Figura 1).

C. lunata é relatada na maioria das vezes como um fitopatdgeno, no entanto, ja foram
encontrados poucos casos de infec¢des fingicas superficiais como Tinea nigra causadas pela
espécie em um relato de caso ocorrido na China em uma paciente de trés anos de idade (AL-
ODAINI et al, 2022). Alguns estudos ja relataram a espécie como um agente antimicrobiano
promissor contra as espécies E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi,
Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus quando sintetizadas com prata
(RAMALINGMAM et al., 2015).

Ao se levar em consideragdo os altos custos economicos ¢ indices de mortalidade
ocasionados por infecgdes sistémicas fiingicas no ambiente hospitalar e na indlstria tornou-se
fundamental que haja rapidez, precisdo e confiabilidade nos diagnodsticos com o objetivo de se
prescrever o tratamento mais adequado na tentativa de diminuir as altas taxas de mortalidade
e os prejuizos industriais (RIVET-DANON et al., 2015).

O diagnéstico clinico baseado em sintomas isolados apresentados pelos pacientes
ndo pode ser a unica forma de identificacdo da causa da infeccdo, pois, sdo semelhantes aos
apresentados por outras comorbidades e infecgdes causadas por bactérias e virus (LAMOTH
et al., 2018).
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Com o aumento da incidéncia dessas comorbidades associadas a microrganismos
houve também a necessidade de aprimoramento das técnicas de identificacdo desses
patogenos. Atualmente, o diagnostico micologico € realizado através de investigagdes em que
se utilizam meios de cultura e cromogénicos, método de Gram, reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), cromatografia, sistemas automatizados e semiautomatizados. Ademais,
sistemas automatizados e semiautomatizados, vém sendo utilizados para facilitar e tornar mais
rapido e preciso o diagnostico (HASS; TORRES, 2016; ANDRADE et al., 2018; TORRES et
al., 2022).

20pum

Figura 1. Caracteristicas macro e microscopicas de C. lunata. Semeadura de culturas de C. lunata em éagar
batata dextrose.(A) reverso da placa de Petri (B) apds 7 dias de incubacdo a 30°C. (C) aparéncia microscopica
tipica de conidios de células multiplas e germinacao simpodial (D) apos 5 dias de incubacdo a 30°C em égar-
agua, mostrado por microscopia de contraste. Ampliagdo 20x. Fonte: Alex et al., (2013).

Para identificagdo e classificagdo de microrganismos patogé€nicos ainda sdo
utilizados métodos da microbiologia classica onde sdo visualizadas estruturas macro e
microscopicas sendo o alvo da investigacdo caracteristicas fenotipicas desses microrganismos
(formato de células, producao de estruturas como hifas, pseudo hifas, tubos germinativos). O
principal método de semeadura e crescimento dessas cepas se da através do meio de cultura

Agar Sabouraud onde ¢ possivel detectar diferencgas no periodo de incubagdo dessas cepas, no
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entanto, caso haja a presenca de cepas mistas ndo ocorre essa deteccdo (AGARWAL et al,
2011).

Com isso, houve o desenvolvimento de meios cromogénicos, capazes de detectar a
presenga de cepas mistas devido aos substratos presentes no meio. Enzimas especificas de
cada género e espécie reagem produzindo coloragdes diferentes, o que auxilia da identificacao
preventiva e na escolha do tratamento a ser estabelecido ao paciente (SCHARMANN et al,
2020).

Meétodos de biologia molecular tém sido empregados na identificagdo de
microrganismos devido a alta sensibilidade e especificidade, onde o genoma é analisado
independente do estado fisiologico da célula e permitem a distingdo de espécies relacionadas.
Os genes-alvo para essas andlises tem sido, citocromo 450, DNAribossomal (DNAr),
RNAribossomal (RNAr), espacadores de transcricdo interna (ITS1, ITS2 e ITS4)
(ARASTEHFAR et al, 2019). Essas moléculas, encontram-se em grande quantidade nas
células leveduriformes sendo possivel realizar sua amplificagdo ¢ comparar os achados
obtidos com os disponiveis em bancos de dados para efetivar a caracterizagdo do

microrganismo a ser estudado ou diagnosticado (WICKES; WIEDERHOLD, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar molecularmente o isolado de Curvularia sp. e avaliar o seu extrato no perfil

de toxicidade e antimicrobiano.

3.2 Especificos

e Identificar através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) qualitativa a espécie de
Curvularia sp.;

e Obter o extrato de C. lunata (ECL);

e Avaliar o perfil de toxicidade do ECL in vitro em eritrécitos e in vivo em modelo
alternativo invertebrado;

e Investigar o efeito antimicrobiano do ECL em espécies microbianas de S. aureus; E.
coli e C. albicans;

e Analisar o efeito do ECL na formacao do biofilme microbiano.
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4. METODOLOGIA
4.1 Obtenc¢ao do fungo Curvularia sp.

O isolado de Curvularia sp. (IAO1) foi obtida da colecdo de fungos do Maranhio,
depositada na micoteca do Laboratério de Micologia do Nucleo de Imunologia Bésica e
Aplicada (NIBA) da Universidade Federal do Maranhdo. Para a identificacdo molecular,

foram aplicados os seguintes métodos.

4.2 Extracdao do DNA

Para este procedimento foi utilizado o protocolo descrito por Valenzuela-Lopez et al.
(2017) com adaptagdes. O fungo foi cultivado em Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Merck
KGaA) e incubado a 25°C por 5 dias, apds esse periodo, foram adicionados 100 mg do fungo
em microtubo de 2 mL contendo 4 esférulas de vidro estéreis e apds agitado em vortex
(Agitador Vortex QL 901 — BIOMIXER) por 5 min, e em seguida incubado em banho-maria
(Modelo 100 — FANEM LTDA®) a 65°C por 1 hora. Apos, foi adicionado 500 uL. de tampao
de lise e novamente agitado por 40 seg, e centrifugado (5418 R — EPPENDORF SE) por 2
min a 13.000 rpm.

O sobrenadante obtido foi transferido para um novo microtubo de 2 mL e apds
adicionado 275 pL de acetato de amdnio (pH 7,0) e incubado por 5 min em banho-maria a
65°C. Apos esse periodo, o tubo foi mantido em gelo por 5 min, em seguida adicionado 500
uL de fenol cloroférmio e centrifugado por 3 min a 13.000 rpm. Logo apos, 600 uL do
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 2 mL e adicionado 1 mL de élcool
isopropilico, sendo agitado por 5 min; o sobrenadante foi descartado e apds adicionado 400
pL de etanol 70% e centrifugado por 5 min a 14.000 rpm. Em sequéncia, o sobrenadante foi
descartado por decantacdo sobre o papel de filtro. O pellet secou em temperatura ambiente, e
apos 24 h, o pellet foi ressuspenso em 50 pL. de H>O ultrapura e adicionado 2 pL. de RNase A
(Ludwig Biotecnologia), e apos incubado por 20 min a 37°C. A amostra foi armazenada a -
20°C até a proxima etapa.

Posteriormente, as amostras foram quantificadas. A pureza e a concentragdo do
DNA foram determinadas através do espectrofotdometro NanoDrop2000 (Thermo
Scientific™) foi utilizado a métrica de pureza da amostra pelo comprimento de onda 260 nm /
280 nm, os valores entre 1,4 ¢ 2,0 nm ¢ considerado puro ¢ com a quantidade de DNA

adequada.
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4.3 Desenho dos primers

Os primers (forward e reverse) foram desenhados utilizando o software Primer3
versao 4.1.0 de acordo com sequéncias depositadas no GenBank e metodologia descrita por
Singh e Kumar (2001). As informagdes obtidas no banco de dados foram especificas para
amplificacdo de fragmentos do espagador interno transcrito (ITS) do DNAribossomal (DNAr)
para do género Curvularia sp. descritas por White et al. (1990). Assim, as sequéncias dos
primers aplicados nesse estudo para a identificacdo molecular do fungo para o género e

espécie, estao descritas na Tabela 1.

DESENHO DOS PRIMERS
Gene alvo Sequéncia do primer Tamanho do
amplicon
Género ITS1-5.8S-ITS2 5’ CAT GTC TTT TGC GCA CTT GT 3’
5> GTC CGT TCA AAG ATT CGA TG 3’ 226 pb
5> AGG ATA ACG ATT ACT GTG TG 3’
Espécie Clg2p 5> ACA TGT TAG CCA ATG TAT TC 3’ 215 pb

Tabela 1. Descri¢do do desenho dos primers para identificagdo molecular de C. lunata.

4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) da regidao ITS

As reagoes de amplificagdes tiveram um volume final de 26,5 puL contendo 22,5 pL de
Supermix (PCR SuperMix — INVITROGEN) 1,0 uL dos primers P1 ¢ P2 (Invitrogen 10
pmol/mL-1), 2 uLL. DNA (620 ng/uL-1).

As reagdes foram conduzidas em termociclador (AMPLITHERM TX96) com o programa
de amplificacdo a seguir, seguindo metodologia de Manamgoda et al. (2012) com
modificagdes, visto na Tabela 2, e os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1,5% para verificar a amplificagdo.

Desnaturacio Ciclos Extensao

95 °C/3 min 32 x (94 °C 30s / 52°C 1 min/ 72°C 1 min) 72°C / 10 min

Tabela 2. Ciclagens da PCR.
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4.5 Eletroforese

Em um Erlenmeyer foi adicionado 1,5g de agarose (Agarose LE — Ludwig
Biotecnologia) dissolvido em 100 mL de TAE 1x e apds fundido com aquecimento em micro-
ondas por 1 min e 30 seg e aguardou-se o resfriamento da solugdo até atingir a temperatura
em torno 40°C, apds foi adicionado 5 pL de SYBR® Safe DNA gel Stain (INVITROGEN) e
posteriormente homogeneizado de forma manual. O conteudo foi transferido para a cuba de
eletroforese contendo o pente denteado na parte superior para obten¢do dos pogos teste, e
aguardou-se a polimerizacao do meio durante 20 min. A adi¢ao das amostras nos pogos testes
seguiu a seguinte ordem: 1° pogo - 3 puL do marcador Ladder 100-1000 pb (Ludwig
Biotecnologia) e 2 pL. do corante BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10x) (INVITROGEN); 2°
pogo - ausente de amostra; 3° pogo — 5 puL do produto da PCR1 e 2 pL do corante
BlueJuice™; 4° poco — 5 pL. do produto da PCR2 e 2 uLL do corante BlueJuice™; 5° pogo —
Controle negativo (Supermix e primers), visto na Figura 2. As amostras foram submetidas a
eletroforese a 100V/300A por 40 min. Para a revelacdo do resultado foi utilizado o

transiluminador (LED K33-333- KASVI) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

— @ Ladder
PCR1
@ PCR2
@ Controle negativo

Figura 2. Sequéncia da adi¢cdo das amostras no gel de agarose. Fonte: Autor
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4.6 Preparo do extrato

A metodologia utilizada para este procedimento, foi descrita de acordo com
Arivudainambi et al. (2011) com modificacdes (Figura 3). Para a obten¢do do extrato, o
fungo foi cultivado inicialmente em ASD e incubado a 25°C por 5 dias. Apds o periodo de
crescimento 6timo, foi retirado 6 fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro da
cultura e transferidos para um Erlenmayer de 1000 mL contendo 500 mL de caldo Sabouraud
e posteriormente incubado sem agitagao a 25°C por 21 dias. Apos o periodo de liberagdo dos
metabolitos secundarios do fungo no meio de cultivo, foi realizada a filtracao (papel filtro
Whatmann n°® 1) para a separacdo da massa fingica. O liquido resultante da filtragdo, foi
transferido para o funil de separagdo (liquido/liquido), sendo adicionados 500 mL de Etanol
PA e a extragdo perdurou por 24h. O produto resultante da particdo foi submetido a
rotaevaporagao (temperatura inferior a 40°C). Em seguida, em um funil de separagdo, foram
adicionados 200 mL de acetato de etila PA no liquido oriundo da rotaevaporacdo, ¢ aguardou-
se durante 24h. O liquido derivado foi submetido a rotaevaporagdo, liofiliza¢do (Liofilizador
Liotop, K105, Brasil), por 48h, a -95°C e sob pressao de 12 pHg e posteriormente

armazenado a 4°C para posteriores ensaios biologicos.
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Figura 3. Esquema ilustrativo do preparo do extrato de C. lunata. (1) Fungo em cultura; (2) Fragmentos
miceliais; (3) Cultivo em caldo; (4) Filtragdo; (5) Parti¢do liquido/liquido; (6) Rotaevaporagdo; (7) Liofilizagdo ¢
(8) Extrato bruto. Fonte: Autor.
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4.7 Ensaio hemolitico

Para este ensaio foi utilizado sangue de carneiro desfibrinado obtido de forma
comercial (Laborclin Ltda, Pinhais, PR, BR). Os eritrocitos foram isolados por centrifugagao
a 1500 rpm por 10 min a 4°C. Apods a remogdo do sobrenadante, os eritrocitos foram lavados
trés vezes com PBS (pH 7,4) e logo apds, foram ressuspensos no mesmo tampao a 2% (v/v).
Em seguida, a atividade hemolitica do ECL foi testada em condig¢des in vitro, sendo
adicionadas aliquotas de 100 puL da solugdo de eritrocitos em microplaca de 96 pogos de
fundo plano contendo 100 pL das diferentes concentragdes do extrato variando entre 1000 a
1,95 pg/mL. A hemdlise total foi alcangada com 1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich),
enquanto o PBS foi usado como controle negativo. Apds, a placa foi encubada durante 60 min
a temperatura ambiente (28+5°C) ao abrigo da luz, e em seguida a placa foi centrifugada a
1500 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi transferido para novas microplacas para
medir a absorbancia (540 nm) da hemoglobina liberada (SILVA et al., 2016; DA SILVA et
al., 2020). A atividade hemolitica relativa foi expressa em relagdo ao Triton X-100, calculada
pela seguinte féormula:

Atividade hemolitica relativa (%) = [(As - Ab) % 100] / (Ac - Ab); Onde (Ab) ¢ a
absorbancia do controle (em branco, sem extrato), (As) representa a absorbancia na presenga
do extrato e (Ac) representa a absorbancia na presenca de Triton X-100. Os ensaios foram

realizados em quintuplicata em dois experimentos independentes.

4.8 Ensaio da toxicidade aguda em larvas de 7. molitor

As larvas de 7. molitor, entre 10° e 12° estagio larval, foram adquiridas
comercialmente. Para a manutencdo, as larvas foram acondicionadas em recipientes plasticos,
cobertos com tela e ao abrigo da luz com temperatura e umidade controlada (28 + 3°C) e
alimentacdo a base da mistura de farelo de trigo, farinha de mandioca, farinha de rosca e aveia
na propor¢ao de 3:1:1:1 em peso. As larvas que apresentaram alteracdes em sua cor ou na
motilidade foram descartadas e somente foram utilizadas nos ensaios as que estavam
saudaveis (FAZOLIN et al., 2007; SOUZA et al., 2015; NAVARRO et al., 2019).

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Wang et al. (2015) e Alves
et al. (2019), com adaptacdes. Foram utilizadas larvas com o peso entre 0,2 ¢ 0,3 g, ¢
tamanhos similares (10 a 20 mm). A formacao dos grupos foi de acordo com a concentragdo
do ECL (1, 10, 100 e 1000 pg/kg) e controles, descrito na Tabela 3. O procedimento ocorreu

utilizando inje¢des (10 pL) com o auxilio de seringa analitica, pela via intrahemocélica,
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aplicada entre quarto e quinto metdmero, na por¢ao ventral, ap6s imobilizagdo das larvas por
resfriamento, visto de acordo com o esquema ilustrativo Figura 4. Apos o tratamento as
larvas foram transferidas para placas de Petri, contendo ra¢do padronizada, incubadas ao
abrigo da luz, em camaras com temperatura ¢ umidade favordvel e controlada. A
sobrevivéncia foi monitorada diariamente, durante 168 horas e a morte das larvas foi avaliada
considerando auséncia de motilidade e presenca de melanizagdo. Os ensaios foram realizados

em triplicata em grupos com n=10 larvas, e agrupados para construir curvas de sobrevivéncia.

Grupo Descricao
Ctrl limpo Larvas sem tratamento
Ctrl letalidade Larvas tratadas com acetato de etila
Ctrl trauma Larvas que receberam somente o trauma sem injecao de substancias
Ctrl negativo Larvas tratadas com PBS estéril
ECL 1 Larvas tratadas com 1 pg/kg do ECL
ECL 10 Larvas tratadas com 10 pg/kg do ECL
ECL 100 Larvas tratadas com 100 ug/kg do ECL
ECL 1000 Larvas tratadas com 1000 pg/kg do ECL

Tabela 3. Descrigdo dos grupos experimentais do ensaio da toxicidade aguda em larvas de T. molitor. (Ctrl)

Controle ¢ (ECL) Extrato de C. lunata.

@ Paralizagdo da larva por resfriamento @ Injegdo intrahemocélica
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Figura 4. Esquema ilustrativo do ensaio da toxicidade aguda em larvas de 7. molitor. Fonte: Autor.



28

4.9 Avaliacao antimicrobiana in vitro do ECL

4.9.1 Microrganismos

Cepas microbianas padrao de S. aureus (ATCC®25923™), E. coli (ATCC®25922™)
e C. albicans (ATCC®90028™) foram fornecidas pelo Laboratorio de Micologia do Nucleo
de Imunologia Basica e Aplicada (NIBA) da Universidade Federal do Maranhdo. As bactérias
foram cultivadas em Agar Mueller Hinton e a levedura em ASD, os microrganismos foram

incubados a 37°C por 24h, deixando-os viaveis para os posteriores ensaios.

4.9.2 Ensaio turbidométrico a base de resazurina para determinar a concentragio

.....

O ensaio turbidométrico baseado em resazurina, foi descrito de acordo com Sharma et
al. (2021) adotado para demonstrar os efeitos de inibicdo do ECL em cepas padrdo de S.
aureus, E.coli e C. albicans, sendo aplicada a metodologia da microdiluicdo em caldo de
acordo com as diretrizes analiticas do Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI),
descrita nos documentos M7-A11 e M27-A2, com algumas adapta¢des (CLSI, 2012; CLSI,
2018). Para os isolados bacterianos (S. aureus e E.coli), inicialmente foi realizado a
padroniza¢do do indculo de acordo com a escala de Macfarland 0,5 e suspensos em solugao
salina estéril e transferido 10 uL da suspensdo bacteriana para microplacas de titulacdo
contendo 190 pL/pogo de Caldo Muller Hinton (Merck Millipore) com a presenga de
diferentes concentra¢des do ECL (1000 a 7,8 ug/mL). Dilui¢des seriadas de Vancomicina (8 a
0,06 pg/mL) e Gentamicina (10 a 0,07 pg/mL) foram utilizados como controles positivos ao
teste. As amostras foram incubadas por 24 h a 37°C. Para o isolado fungico de C. albicans,
100 pL do indculo padrio foram transferidos para pocos da microplaca juntamente com o
meio RPMI-1640-MOPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Foram adicionados os
diferentes tratamentos do ECL descritos anteriormente, € como controle positivo foi utilizado
o antifingico Anfotericina B (16 a 0,125 pg/mL). As placas foram mantidas a temperatura de
37°C por 24 e 48h. Apods o periodo de incubagdo para ambos os microrganismos, foi
adicionado 30 pL de resazurina (0,01%) e, em seguida, as placas foram reincubadas a 37°C
por 24 h. A mudanca de cor de azul para rosa indica reducdo de resazurina e, portanto,
crescimento microbiano, sendo a CIM registrada. O ensaio foi realizado em quintoplicata e os

valores expressos em média correspondendo a dois experimentos independentes.
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4.9.3 Ensaio da concentracio bactericida (CBM) e fungicida (CFM) minima

A partir dos pocos nos quais ndo houve crescimento microbiano visivel, no teste da
CIM anterior, foi pipetado aliquotas de 10 pL, a qual foi inoculada na superficie do AMH e
ASD. As placas foram incubadas a 36°C e apo6s 24 horas, foi definida a CFM/CBM como a
menor concentracdo do extrato em estudo capaz de causar a morte do indculo. Os ensaios

foram realizados em triplicata (SANTUARIO et al., 2007).

4.9.4 Ensaio do biofilme em superficie abidtica

O ensaio da formagdo do biofilme para S. aureus e E. coli, foi realizada de acordo
com Ferro et al. (2016) e Monteiro-Neto et al. (2020). Para isso, foram adicionados 10 puL de
cada suspensdo bacteriana (preparada conforme descrito acima) em uma placa de
microditutal¢do de 96 pocos contendo concentragdes inibitdrias e subinibitorias do ECL e
drogas padrdo (Vancomicina ¢ Gentamicina) (CIM; 2/MIC; 4/CIM) em 190 pL de CMH
(Merck Millipore). Bactérias sem tratamento foram usadas como controles negativos (100%
do biofilme formado). As amostras foram incubadas a 37°C por 24 h e, em seguida, os pogos
foram lavados trés vezes com PBS estéril. As amostras foram entdo fixadas com 200 uL de
metanol PA por 15 min. Em seguida, o metanol foi removido e os pogos da placa deixados
secar a temperatura ambiente. O biofilme foi corado com 5% de cristal violeta (CV) (Sigma-
Aldrich) por 10 min em temperatura ambiente, e imediatamente solubilizado com metanol
(200 uL). A absorbancia foi lida a 570 nm. Os resultados de massa do biofilme sdo expressos
em percentual de redugdo.

Para a levedura (C. abicans) o ensaio do biofilme foi preconizado por Da Silva et al.
(2020). O inoculo foi cultivado em meio de base de nitrogénio de levedura (YNB; Sigma-
Aldrich) suplementado com 50 mM de glicose e foi incubado a 37° C por 18 h. A suspensdo
microbiana foi entdo centrifugada a 1666 g (Centrifuge 5810R, Eppendorf) por cinco minutos,
e o sedimento celular foi lavado duas vezes com PBS estéril e depois ressuspenso em 5 mL de
PBS. As densidades 6pticas do indculo foram ajustados para 1x107 UFC/mL. Além disso, 200
uL de cada uma da suspensdo da levedura foi transferido para placas de 96 pogos e incubadas
por 90 min a 37° C para obter adesdo. Em seguida, os sobrenadantes foram aspirados e os
pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril para remover quaisquer células ndo aderidas,
e o resultante de células fingicas aderidas ao fundo da placa compreende o pré biofilme, apo0s,
0s pogos correspondentes ao teste receberam 200 uL/pogo de YNB com os tratamentos do

ECL e droga padrao (Anfotericina B) descrito anteriormente. A placa foi reincubada a 37°C
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durante 24h. Para a quantificagdo da biomassa foi utilizado o método de coloragao com CV
descrito por Zago et al. (2015). Apés o periodo de 24h os pocos teste da placa foram
submetidos a trés lavagens com PBS estéril e apos 200 uL de metanol 95% (v/v) foi
adicionado para a fixacdo do biofilme, seguido de 15 min de incubagdo. Além disso, o
metanol foi removido e as placas foram secas durante 20 min a temperatura ambiente. Em
seguida, 200 pL de cristal violeta (1% v/v) foi adicionados a cada poco e a amostra foi
incubada durante cinco minutos com a coloracdo. A placa foi lavada duas vezes com PBS e
200 pL de acido acético (33% v/v) foi adicionado a cada poco. Para obter os valores de
absorbancia, 100 pL de cada um dos pogos de amostra foram transferidos para uma nova
microplaca de 96 pogos e lidos a 570 nm. Os resultados foram expresos em percentual de
reducdo da biomassa do biofilme em formacdo. Ambos os ensaios foram realizados em

quintuplicata em dois experimentos independentes.

4.9.5 Ensaio das Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s) do biofilme microbiano

Apo6s o periodo de 24h de incubagdo dos microrganismos junto aos tratamentos do
ECL e drogas padrdo, as microplacas de 96 pocos foram submetidas a duas lavagens com
PBS estéril. Os biofilmes aderidos no fundo da placa foram coletados por raspagem pelo
processo de friccdo por uma ponteira estéril, e apds foram suspensos em 100 pL. de PBS
estéril. As UFC’s foram determinadas por dilui¢des seriadas (107! a 10°) do biofilme,
seguindo plaqueamento de 20 pL de cada amostra (triplicata) na superficie de placas de petri
contendo AMH e ASD, e apds as placas foram incubadas a 37° C por 48 h (ZAGO et al.,
2015; GAIO; CERCA, 2020).

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram analisados com auxilio do software GraphPad Prism 8.0.2. Para
os ensaios in vitro foram realizadas repeticdes em quintuplicata em dois experimentos
independentes, sendo aplicado teste de normalidade e os resultados gerados avaliados por
Analise de Variancia Univariada (ANOVA) para comparagdes multiplas ou por Teste T para
duas amostras. Ja para o ensaio in vivo com modelo alternativo invertebrado, foi utilizado
curvas de sobrevivéncia segundo o método de Kaplan-Meier e a andlise estatistica foi
realizada pelo Teste de Log-rank (Mantel-Cox). Em todos os ensaios a significancia foi

considerada quando p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Identificacao molecular de Curvularia sp.

A caracterizagdo molecular ¢ vista na Figura 5 e revela a eficicia do protocolo de
extragdo de DNA preconizado por Valenzuela-Lopes et al. (2017) com adaptagdes. A
quantificagdo do DNA do isolado fingico variou entre 585,1 e 620,2 ng/uL. com o grau de
pureza entre 1,4 e 1,6 nm. No ensaio da PCR, utilizando primers especificos para Curvularia
sp e C. lunata, o amplicon obtido para o género e espécie apresentou respectivamente, 226 bp

e 215 bp, confirmando o isolado pertencente ao género Curvularia e espécie lunata.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo com iniciadores especificos para
Curvularia sp e C. lunata. M: marcador molecular de 100 bp; 1: Curvularia sp; 2: C. lunata 3:C-: controle
negativo (SuperMix e primers).

5.2 O ECL apresenta efeito atoxico para eritrocitos

A atividade hemolitica do ECL foi realizada utilizando eritrocitos de carneiro e
apresentou baixa citotoxicidade, visto na Figura 6. Mesmo nas duas maiores concentragdes
testadas (500 e 1000 pg/mL), o extrato induziu niveis de hemolise de 4,2% e 9,6%,

respectivamente.
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5.3 O ECL garante a sobrevivéncia das larvas de T. molitor

A avaliacdo da toxicidade aguda do ECL (Figura 7) mostrou que o tratamento com
concentragoes entre 1 e 100 pg/Kg, resultou em sobrevida de 100% das larvas até o final da
avaliagdo. Entretanto, a maior concentragdo do ensaio (1000 pg/Kg) apresentou toxicidade
para as larvas, obtendo mortes em 12h (87,5% de sobrevivéncia) e em 24h (75% de
sobrevivéncia), apds esse periodo ndo foram evidenciadas mortes até o periodo de 168h. Além
disso, ¢ observado a seguridade do procedimento pelos grupos controles (Ctrl) limpo, trauma
e negativo que apresentaram 100% de sobrevivéncia e o Ctl letalidade que apresentou 100%

das mortes em 12h.
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Figura 6. Avaliagdo de toxicidade do Extrato de C. lunata (ECL) em eritrocitos de carneiro. O percentual de
atividade hemolitica foi comparado ao Controle (+) Triton X-100, como controle de 100% hemolise; Controle (-)
eritrocitos tratados com PBS. Os dados foram analisados por ANOVA com o poés-teste de Tukey, com
(*)p<0,05.
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5.4 Efeito antimicrobiano do ECL em S. aureus, E. coli e C. albicans

O efeito antimicrobiano do ECL esta descrito de acordo com a Tabela 4, ¢ revela
concentragdes inibitorias para todas as cepas microbianas testadas, com variagdes da CIM
entre 87,5 a 800 pg/mL e CBM entre 162,5 ¢ 1000 pg/mL e CFM de 1000 pg/mL. O perfil
antimicrobiano para S. aureus apresentou melhor eficacia (87,5 ng/mL-CIM; 162,5 pg/mL-
CBM) em comparacgdo as outras cepas teste, que revelaram valores elevados em relagdo ao

perfil inibitério das drogas padrao com valores da CIMs entre 1,2 a 12 png/mL.

Microrganismo ECL Vancomicina
CIM CBM CIM
S. aureus 87,5 162,5 1,2
Gentamicina
CIM CBM CIM
E. coli 800 1000 1,5

Anfotericina B

CIM CFM CIM

C. albicans 700 1000 1

Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) - pg/mL.

5.5 O ECL interfere na formacao do biofilme microbiano

O biofilme em formacdo foi tratado com as contracdes do ECL e drogas padrio
descritas na Tabela 5. Na Figura 8 ¢ observado os percentuais de redug¢do da biomassa do
biofilme de acordo com a espécie microbiana. A incubagdo do ECL junto a formagao do
biofilme de S. aureus apresentou reducgdes significantes (<0.0001; Figura 8A) em CIM
(65,6%) e 2/CIM (69,9%), para 4/CIM ¢ visto o percentual elevado de 83,7% em comparacao
ao crescimento maximo do biofilme (controle) e para o controle da droga padrido
(vancomicina) as redugdes sdo expressivas em CIM e 2/CIM (<0.0001; Figura 8D) com
percentuais de 58% e 70%, respectivamente, ndo apresentando reducdo no tratamento de
4/CIM. No perfil de redugao do biofilme de E. coli, o ECL mostrou melhor eficacia em CIM
com 31,7% (<0.0001; Figura 8B) comparado a droga padrdo (gentamicina) que apresentou
CIM com redugdes de 86,3% (0.0014; Figura 8E), os demais tratamentos de ambas as

substancias apresentaram percentuais de reducdo acima de 90%. Para C. albicans, é visto
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resultados significantes (<0.0001; Figura 8C) para todas as concentracdes do ECL testadas,
com CIM (33,3%), 2/CIM (48,9%) e 4/CIM (50,1%) em comparacdo com a droga padrio
(anfotericina B) que apresentou redugdes em CIM de 36% (<0.0001; Figura 8F) e
comportamento semelhante de 87% de reducdo nas concentragdes de 2/CIM e 4/CIM (0.0230;
0.0163; Figura 8F).

Tratamento S. aureus E. coli C. albicans
ECL Vancomicina ECL Gentamicina ECL Anfotericina B
CIM 87,5 1,2 800 1,5 700 12
2/CIM 43,75 0,6 400 0,75 350 6
4/CIM 21,87 0,3 200 0,37 175 3

Tabela 5. Descricao das concentragdes (Lg/mL) do tratamento do biofilme em formagéo.

5.6 O ECL diminui as Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s) do biofilme

Para o tratamento dos biofilmes microbianos foram utilizados os tratamentos descritos
anteriormente (Tabela 4) e os resultados da interferéncia do ECL e drogas padrao nas UFC’s
dos microrganismos testados, estdo descritos de acordo com a Figura 9. Foi observado que o
nimero de reducdo das células microbianas foi expresso para o ECL somente para os
tratamentos utilizando CIM, com redugdes em S. aureus (2,6x10° UFC/mL; Figura 9A) e para
C. albicans (3,5%x105 UFC/mL; Figura 9C).
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Figura 9. Ntimero de unidades formadoras de colonias (UFC’s) por biofilme microbiano de (A) S. aureus, (B) E.
coli e (C) C. albicans; (*) P < 0,05;(Ctrl) Indica controle sem tratamento.
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6. DISCUSSAO

A 1dentifica¢do de espécies fungicas ¢ um desafio no ramo das ciéncias biologicas,
pois, a variagdo fenotipica pode ser confundida, uma vez que, para esta area, grande parte da
determinagdo de género e espécie ¢ dada pelas chaves de identifica¢do, que sdo baseadas em
caracteristicas macro e microscopicas, obtidas através da cultura e visualizacdo microscopica
das estruturas (MARTINS et al., 2006; BLACKWELL, 2011; FIERER, 2017).

Segundo Sun et al. (2003), as caracteristicas morfoldgicas de Curvularia sp. ndo
fornecem informacgdes precisas para a elucidacdo do género e espécie, sendo necessario
proceder com analises baseadas no perfil molecular. E com isso, as tecnologias moleculares
garantem uma especificidade na identificagdo de espécies, gerando um contetido seguro e
eficaz na aplicagdo nos diferentes setores, como industria, biotecnologia e satde humana
(NODVIG et al., 2015; DO ESPIRITO SANTO et al., 2020).

Para a identificagdo molecular do isolado ambiental de Curvularia sp. deste estudo, foi
utilizado desenhos de primers direcionados para género e espécie, sendo a regido ITS do
rDNA relatada na literatura como uma sequéncia capaz de auxiliar na identificacdo de
diferentes géneros fungicos (RHODEN et al., 2013; SONG et al., 2018). De acordo com Da
Silva Ribeiro et al. (2021) as sequéncias parciais das regides ITS1-5.8S-ITS2, fator de
alongamento 1-alfa, genes da B-tubulina, actina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e
calmodulina, identificou diferentes géneros de fungos endofiticos associados a espécie vegetal
Serjania laruotteana e dentre eles o género Curvularia. Em outro estudo realizado por Cui e
Sun (2012) foi isolado C. /unata de lesdes das folhas de Nelumbro nucifera, sendo realizado a
caracterizacdo molecular baseada na sequéncia de rDNA pela regido ITS1-5.8S-ITS2
amplificando os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3").

O gene da proteina Ras Clg2p tem sido utilizado como um marcador molecular para
identificar alguns fungos pois os éxons sdo conservados e introns variaveis em quase todas as
espécies fungicas, além disso, este gene demonstra regides varidveis entre C. lunata e outros
fungos (HOU et al., 2013). Neste estudo, construimos primers inéditos para amplificar
fragmentos curtos dos dois referidos marcadores, amplificando de forma precisa a espécie de
interesse.

No contexto da abordagem dos extratos obtidos a partir de fungos, a literatura revela
poucos estudos com esta aplicagdo e vale ressaltar, que a obten¢ao de novos bioprodutos serve

de perspectiva de aplicabilidade em diferentes setores da atividade humana (YAN et al.,
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2019). De acordo com Liu e Liu (2018) os extratos obtidos a partir de fungos filamentosos
sdo fontes ricas em biomoléculas com aplicagdes medicinais e os principais metabolitos
secundarios encontrados sdo divididos principalmente em: policetideos, peptideos ndo
ribossdmicos, alcaldides e terpenos.

Dentre os principais alvos de investigacdo neste campo, encontram-se os fungos
endofiticos, que estdo agregados a algumas espécies vegetais e devido ao seu ambiente de
vida especial, esses tipos de fungos produzem muitos metaboélitos bioativos com diversas
caracteristicas estruturais de importancia farmacéutica e ecologica (ANCHEEVA; PROKSH,
2020; KHALMURATOVA et al., 2021).

No estudo de Polli et al. (2021), foi analisado a atividade bioldgica in vitro do extrato
dos metabdlitos secundarios produzidos por Curvularia sp, apresentando efeito antioxidante
pelos ensaios DPPH (22,5%) e ABTS (62,7%), atividade inibitéria da butirilcolinesterase
(BuChE; IC 50 = 110 £+ 0,05 ug mL -1 ) e apds andlises espectroscopicas e de espectrometria
de massa, tendo o composto asperpentina como um componente importante encontrado no
extrato, pois possui complexidade estrutural atraente, diversos grupos funcionais € uma ampla
gama de atividades bioldgicas, incluindo atividade inibitoria de enzimas especificas. Em outro
estudo realizado por Couttolene et al. (2016) a espécie de C. trifolii foi isolado do ambiente
marinho e produzido o extrato metanolico e apds submetida a ensaios in vitro contra cinco
linhagens celulares PG de 17 HBL-100, 19 HeLa, 23 SW1573, -6 T-47D e 10 WiDr,
apesentando percentagem de crescimento < 50%.

Na avaliag¢do do efeito hemolitico do ECL, foram observados baixos percentuais de
hemolise, correspondendo as maiores concentracdes testadas em 500 pg/mL (4,2%) e 1000
pg/mL (9,6%), esses resultados mostraram que a alta dosagem testada ndo afetou a
integridade das hemacias, revelando a biocompatibilidade do extrato do fungo, e de acordo
com Amin e Dannenfelser (2006), quando a porcentagem de hemolise ndo excede 10%, a
substancia teste pode servir como um agente nao toxico.

A avaliagdo da citotoxicidade através de testes de atividade hemolitica ¢ um método
alternativo de triagem para toxicidade simples. E rapido, reproduzivel e barato para avaliar a
atividade hemolitica dos eritrocitos diante muitos compostos; um fato que permite reduzir o
uso de animais de laboratorio para testes in vivo, tendo em vista que os eritrocitos estdo entre
as células mais predominantes no ser vivo e seu principal papel é o transporte de oxigénio e
danos gerados a essa linhagem celular podem afetar os componentes da membrana e
promover a hemolise, com a consequente perda de sua funcdo vital (JENNINGS, 2015;
RAHAMOOZ-HAGHIGHI et al., 2021).
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O perfil da toxicidade aguda em modelo invertebrado revelou letalidade do ECL no
intervalo de tempo de 12 e 24h ap6s a administracdo de 1000 pg/kg, apresentando uma
sobrevida final de 75% até as 168h da analise.

A avaliacdo da toxicidade aguda ¢ um importante parametro no desenvolvimento de
novas substancias bioativas, visto que trazem informagdes sobre os riscos € os possiveis
efeitos adversos e deletérios, quando se trata de substancias desconhecidas. Sobretudo se
considerarmos que os extratos sdo complexos quimicos com metabolitos capazes de
desencadear reagdes deletérias ao organismo humano ou de outros animais (FLANAGAN et
al., 2008; HE; WAN, 2018).

As respostas organicas geradas nas larvas frente a maior dose do tratamento do ECL,
pode ter resultado em efeitos oxidativos devido a presenca de substancias, que em elevadas
concentragdes, ocasionaram morte tecidual no animal (KOCAK et al., 2018). E vale ressaltar,
que os modelos experimentais baseados em larvas ndo substituem por completo os modelos
de animais vertebrados, pois estes apresentam uma maior complexidade em seus sistemas
bioldgicos. Além disso, tudo indica que a aplicacdo deste parametro de toxicidade em modelo
de larvas de 7. molitor para o extrato proveniente de fungo ¢ uma abordagem pioneira.

O efeito antimicrobiano do ECL revelou um amplo espectro de atividade em diferentes
espécies microbianas com concentragdes inibitdrias que variaram entre 87,5 a 800 pg/mL,
este resultado demonstra o potencial promissor do extrato, tendo em vista, uma escassez de
estudos que fizeram a aplicag@o antimicrobiano de C. lunata. Porém, Nischitha et al. (2020)
isolaram o fungo C. tsudae das folhas de Cynodon dactylon, e produziram um extrato de
acetato de etila que foi testado seu efeito em cepas de Enterococcus faecalis, E. coli,
Pseudomonas fluorescence e S. aureus apresentando uma atividade moderada, enquanto o
extrato metanolico apresentou atividade alta a moderada, com efeito antimicrobiano contra
Aspergillus flavus, A. niger e Fusarium oxysporum. Neste mesmo estudo, foi realizada a
caracterizacdo quimica do extrato, sendo elucidado o composto majoritdrio cumarina.
Alnufaie et al. (2020) mostraram a atividade do isolado cumarina contra S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) com CIM de 3,125 pg/mL. Essa molécula ¢ igualmente potente na
inibi¢do do desenvolvimento do biofilme de MRSA e na destrui¢do do biofilme pré-formado.

Para o perfil anti-biofilme do ECL foi obtido os melhores percentuais de redugdo da
biomassa e das UFC,s nos tratamento de CIM variando entre 31,7% a 65,6% e 2,6x10°
UFC/mL a 3,5x10° UFC/mL, respectivamente. Este resultado ¢ promissor, pois os efeitos

agregados a compostos terapéuticos que agem nos fatores de viruléncia dos microrganismos



41

sdo alvos promissores para candidatos a antimicrobianos (HALL; MAH; 2017; YIN et al.
2019).

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos que estao aderidos a uma superficie
bidtica ou abiodtica ¢ desempenham um papel significativo na persisténcia da infec¢do. As
bactérias e fungos dentro de um biofilme apresentam maior resistente aos tratamentos
baseados em antimicrobianos, em compara¢do com o0s microrganismos em sua forma
planctonica. Até agora, nenhuma droga estd em uso clinico que visa especificamente a
erradicacdo ou profilaxia na formagdo do biofilme. Isso provavelmente ocorre porque
recentemente os detalhes moleculares da formagdo do biofilme eram pouco compreendidos,
além da relacdo de mecanismos adaptativos, espécies emergentes e baixos investimentos em

pesquisa para este campo (RABIN et al., 2015; DEL POZO, 2018; DI SOMMA et al., 2020).

7. CONCLUSOES

e A identificagdo molecular do isolado ambiental confirmou a espécie de interesse (C.
lunata);,

e O ECL apresentou baixa toxicidade em eritrocitos, mesmo testado nas maiores
concentragoes;

e A toxicidade aguda do ECL em larvas de 7. molitor apresentou 75% de sobrevivéncia
apos tratamento de 1000 ug/mL;

e O ECL apresentou um amplo espectro de atividade antimicrobiana contra S. aureus, E.
coli e C. albicans;

e O ECL apresentou efeito anti-biofilme, reduzindo a biomassa do biofilme das espécies

microbianas testadas.
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