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Resumo

Os fungos endofiticos habitam tecidos internos das plantas sem causar danos visiveis e desempenham
papéis importantes nas interagbes planta-fungo, especialmente na producdo de metabdlitos com
propriedades benéficas. Este trabalho teve como objetivo investigar a capacidade de fungos endofiticos
associados a folhas de Coffea arabica de produzir compostos bioativos com potencial aplicacdo
farmacéutica e biotecnoldgica. Apds a coleta e esterilizacdo das folhas de C. arabica, os fungos
endofiticos foram isolados e purificados. Entre os fungos isolados, o género Xylaria sp. foi identificado,
além de um fungo nédo identificado, denominado FV. Este fungo produziu um composto inédito, cuja
estrutura foi determinada por cromatografia liquida e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN). A descoberta de novos compostos bioativos refor¢a o potencial dos fungos endofiticos como
fontes de metabdlitos inovadores para futuras aplicacdes cientificas e tecnolégicas.

Palavras-chave: Extracdo de Compostos; Espectroscopia RMN; Identificacdo Quimica.
Area do Conhecimento: CIENCIAS EXATAS E DA TERRA - Quimica
Introducéo

Os fungos podem ser classificados em vérias categorias: coprofilos, que crescem em fezes;
micoparasitas, que parasitam outros fungos; marinhos, que habitam ambientes aquaticos; epifiticos,
que vivem na superficie de plantas ou objetos; e endofiticos, que residem dentro dos tecidos internos
das plantas. Entre esses, os fungos endofiticos destacam-se devido a sua habilidade de se
estabelecerem nos tecidos vegetais, geralmente sem causar danos aparentes ao hospedeiro (Luo et
al., 2022). Esses fungos podem interagir com suas plantas hospedeiras de diversas maneiras, desde
relagBes simbidticas, como o mutualismo e o comensalismo, até relagdes tréficas, como o parasitismo
(Dos Santos Pianco et al., 2022).

Nas intera¢des mutualisticas, os fungos endofiticos desempenham papéis cruciais ao produzir ou
estimular a produgdo de metabolitos secundarios que beneficiam a planta. Esses compostos podem
atuar de varias maneiras, como reduzir a herbivora, proteger contra ataques de insetos e nematoides,
e melhorar a resisténcia a estresses ambientais, tanto biéticos quanto abidticos (Pinheiro et al., 2020).

Além dos beneficios diretos para as plantas, a presenca continua dos fungos endofiticos e suas
interacdes com o ambiente e outros microrganismos promovem uma rica diversidade metabdlica. Esta
diversidade resulta na biossintese de uma ampla gama de substancias bioativas, muitas das quais tém
potencial para aplicacdes préticas significativas (Pardo et al., 2020). Os compostos produzidos por
fungos endofiticos podem ter propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas e anti-
inflamatdrias, tornando-os de grande interesse para a medicina e a biotecnologia (Montel et al., 2021).

Neste contexto, o0 objetivo desta pesquisa foi explorar a complexidade das interagfes entre fungos
endofiticos 526816associados a folhas de Coffea arabica, e investigar o potencial dos metabdlitos
secundarios produzidos por esses fungos para aplicag8es farmacéuticas e biotecnologicas.
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Metodologia

As folhas de C. arabica foram coletadas no perimetro urbano do municipio de Alegre, Espirito Santo
— Brasil, sob as coordenadas geograficas latitude de 20° 45’ 31” S e longitude 41° 31’ 32” W, e levadas
para o Laboratério de Quimica 4 (LQ4) da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre.

A superficie das folhas foi esterilizada por imersédo em solucao de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1%
por 5 minutos, seguida de imers&o em alcool etilico a 70% (Alcool Etilico 70% 1000mL - Dinamica) por
1 minuto. Posteriormente, as folhas foram lavadas com agua estéril por 10 minutos, e a Gltima agua de
lavagem foi colocada em uma placa para verificar a presenga de contaminantes flngicos. Em seguida,
as folhas esterilizadas foram cortadas manualmente com tesoura em fragmentos assepticamente (4
pedacos), que foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura sélido batata dextrose
agar (PDA) suplementado com antibiotico para inibicdo do crescimento bacteriano.

O desenvolvimento dos fungos foi monitorado diariamente e, quando as colbnias atingiram
aproximadamente 2-3 cm de didmetro, foram repicadas sucessivamente para a obten¢éo de linhagens
puras. A pureza dos isolados foi confirmada pela aparéncia homogénea das coldnias em placas com
meios apropriados. As fracbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC). A fracao 2.8.3, que apresentou um perfil quimico puro, foi entdo submetida a
analises espectroscoépicas de ressonancia magnética nuclear (*H e 13C).

Para a realizagédo do ensaio de RMN, as amostras foram dissolvidas em diclorometano deuterado
(CDCls) (Dichloromethane-D2 — Merk) na proporgéo de 10 mg de amostra para 0,5 mL de solvente. Foi
testado o grupo de folhas maduras, para avaliar a diversidade de compostos produzidos pelos fungos
endofiticos. Cada amostra foi submetida a trés leituras espectroscépicas independentes para garantir
a reprodutibilidade e a consisténcia dos resultados.

Os isolados fungicos foram transferidos para placas de Petri contendo meio sélido de PDA (Potato
Dextrose Agar), previamente esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 minutos. Apés 7 dias de
incubacéo, o fungo foi transferido para 3 litros de meio de cultivo liquido batata dextrose (Potato
Dextrose Broth - PDB), onde foi mantido em cultura estatica a temperatura ambiente por 28 dias,
resultando em um caldo fermentado.

Para a obtencé@o do extrato bruto (EB), o caldo foi separado do micélio por filtragcdo, seguido de
extracdo com acetato de etila (Acetato de Etila PA ACS 1000mL - C:99,5 D: 0,90). O extrato obtido foi
entdo concentrado utilizando um evaporador rotatério.

Resultados

Foram isolados quatro fungos, dos quais, até o momento, um foi identificado como Xylaria sp (Figura
1).
O fungo Xylaria sp. € um membro da familia Xylariaceae, caracterizado pela sua capacidade de produzir
uma ampla variedade de metabdlitos secundarios (Luo et al., 2022). Esses metabdlitos possuem
diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
anticancerigenas (Becker; Stadler, 2021). O género Xylaria € amplamente distribuido em regides
tropicais e temperadas e pode ser encontrado em diferentes hospedeiros, como madeira em
decomposicao, frutas e folhas de plantas (Dos Santos Piancé et al., 2022).

Figura 1 — Cultivo do fungo Xylaria sp., isolado de C. arabica.

Fonte: Os autores (2024).
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O fungo vermelho (FV) (Figura 2) isolado das folhas de C. arabica mostrou um perfil Unico de
producédo de metabdlitos secundarios, destacando-se pela biossintese de um composto inédito. Este
fungo foi identificado pela sua coloragao caracteristica e por apresentar um potencial biotecnolégico
significativo.

Figura 2 — Cultivo do fungo FV isolado de C. arabica.

Fonte: Os autores (2024).

As figuras apresentadas fornecem os espectros de RMN de *1H dos compostos analisados. Todos
0s espectros foram obtidos usando diclorometano deuterado (CDCI;) como solvente e um equipamento
Bruker de 300 MHz. Cada espectro oferece informacdes detalhadas sobre os dtomos de hidrogénio
presentes nos compostos, permitindo a identificagdo de grupos funcionais e a determinagdo da
estrutura molecular (D'Oca, 2021).

Figura 3 — Espectro de RMN de ~1H do composto 1 em CDCI3.
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Fonte: Os autores (2024)

Os sinais observados em & 7,11 e & 6,81 indicaram a presenca de um anel aromético
tetrasubstituido. Outros sinais incluiram & 1,12 (dupla), correspondente a dois grupos metila; & 3,22
(septeto), indicando um grupo isopropil; & 2,22, sugerindo um grupo metila ligado ao anel aromatico; e
0 4,65, que representa um grupo metilénico (Figura 3).

Figura 4 — Espectro de RMN de ~13C do composto 1 em CDCI3.
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Fonte: Os autores (2024)
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O espectro revelou um sinal de carbono carboxilico de éster em 6 170,06 e sinais de carbonos
aromaticos em & 154,08; 136,4; 133,5; 126,5; 125,2 e 114,8 (Figura 4).

Figura 5 — Espectro bidimensional de RMN HMBC do composto 1.
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Fonte: Os autores (2024)

Este espectro auxiliou na determinacdo da conectividade entre atomos de carbono e hidrogénio,
fornecendo informagdes para a estrutura do composto (Figura 5) (Silva; Nunes, 2024).

Figura 6 — Espectro bidimensional de RMN HSQC do composto 1.
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Fonte: Os autores (2024)

O espectro HSQC permitiu a correlacao direta entre atomos de hidrogénio e os carbonos aos quais
estdo ligados, ajudando na atribuicdo precisa dos sinais observados (Figura 6) (Fonseca et al., 2022).

Figura 7 - Estrutura proposta para o composto 1, determinada com base nos dados dos espectros de RMN de
AH e M3C, e nos espectros bidimensionais HMBC e HSQC.
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Fonte: Os autores (2024)

O composto € inédito e ndo apresenta correlacdo com compostos conhecidos na literatura, conforme
busca realizada no SCIFINDER (Figura 7).
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Discusséo

O género Xylaria sp. € conhecido por sua ampla distribuicdo e por produzir diversos metabdlitos
secundarios com potencial bioldégico. Esses fungos podem ter propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e anticancerigenas, o que é relevante para pesquisas na area de farmacologia e
biotecnologia (Ricci et al., 2022).

A presenca de Xylaria sp. nas folhas de C. arabica confirma que esse fungo pode se desenvolver
em diversos ambientes. O Fungo FV, com sua coloracdo vermelha, se destacou pela producéo de um
composto inédito. Esse pigmento sugere que o fungo pode produzir substancias com potencial
atividade bioldgica, como antioxidantes ou antimicrobianos, e merece mais investigagao (De Andrade
et al., 2022).

A andlise dos espectros de RMN revelou informagdes importantes sobre o composto 1. O espectro
de RMN de ~1H (Figura 3) mostrou sinais caracteristicos de um anel aromatico tetrasubstituido, com
deslocamentos em & 7,11 e & 6,81, semelhantes aos encontrados em estudos anteriores que
analisaram compostos aromaticos com substituintes multiplos (D’Oca, 2021). Os sinais adicionais,
como d 1,12 e 6 3,22, correspondem a grupos metila e isopropil, enquanto 6 2,22 e & 4,65 indicam a
presenca de grupos metilénico e metila ligados ao anel aromatico. Esses resultados sdo consistentes
com a estrutura esperada para compostos aromaticos complexos, como descrito na literatura (Ma et
al., 2020).

O espectro de RMN de *13C (Figura 4) revelou um sinal para um carbono carboxilico de éster em
0 170,06 e varios sinais para carbonos aromaticos. Esses dados s&do consistentes com outros estudos
que identificaram compostos arométicos com grupos éster e carbonos aromaticos em deslocamentos
semelhantes (Farkas et al., 2022). A confirmacdo dos grupos funcionais observados no espectro de
AH reforga a precisdo da nossa analise estrutural.

Os espectros bidimensionais HMBC e HSQC (Figuras 5 e 6) foram cruciais para a determinacéo da
estrutura do composto 1. O HMBC forneceu informacfes sobre a conectividade entre 4tomos de
carbono e hidrogénio, enquanto o0 HSQC ofereceu uma viséo direta das correlagbes entre prétons e
carbonos. Esses métodos sdo bem estabelecidos na literatura para a elucidagdo estrutural de
compostos complexos (Yilmaz; Kebiroglu, 2022), e sua aplicagdo no presente trabalho ajudou a
confirmar a estrutura do composto 1 com precisao.

A estrutura proposta para o composto 1 (Figura 7) foi estabelecida com base em uma combinagéo
detalhada dos dados dos espectros de RMN e € inédita, sem correlagdo com compostos conhecidos
na literatura.

Conclusao

A trabalho revelou um potencial significativo dos fungos endofiticos associados as folhas de Coffea
arabica na producdo de compostos bioativos. Identificou-se o género Xylaria sp. e um fungo néo
identificado, denominado FV, que produziu um composto inédito chamado 6-metil-7-metoxi-3,4-
dihidrocumarina. A estrutura deste composto foi elucidada através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN).

A descoberta da 6-metil-7-metoxi-3,4-dihidrocumarina expande o conhecimento sobre a
biodiversidade quimica dos fungos endofiticos e abre novas possibilidades para o desenvolvimento de
produtos com propriedades bioativas. Os proximos passos incluem a avaliagdo das atividades
biolégicas do composto isolado, o que poderd confirmar seu potencial para futuras aplicacbes. A
continuidade desses estudos € essencial para explorar e utilizar efetivamente a biodiversidade
metabdlica dos fungos endofiticos em aplicacGes praticas.
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