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1. RESUMO 

Ecossistemas marinhos entre eles os recifes de coral, são impactados pelas 
mudanças climáticas globais induzidas principalmente pela atividade antrópica. A 
Zona Econômica Exclusiva (Amazônia Azul) que abrange regiões tropicais, contem 
importantes ecossistemas de recifes de corais onde acontecem diversas interações 
entre macro e micro-organismos incluindo fungos. A riqueza de espécies de fungos 
no ambiente marinho é de aproximadamente 1900 que corresponde a 1% das 
espécies descritas. As funções dos fungos no ecossistema marinho estão 
relacionadas à produção de produtos naturais (PNs), obtidos de rotas biossintéticas 
especializadas relacionados a agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs), 
apresentando diversas atividades biológicas. Os metabólitos secundários (MSs) de 
fungos marinhos estão envolvidos no mecanismo de defesa própria como de seu 
hospedeiro, e também na comunicação com outros micro-organismos. PNs de 
fungos marinhos são foco pela demanda crescente de moléculas com potenciais 
antimicrobianos contra patógenos emergentes. Diversas técnicas baseadas em 
ativação ou em fermentação comum, contribuem de maneiras diferentes na 
obtenção destes PNs. Objetivou-se, portanto, a avaliação de bioprospecção de 
metabólitos secundários e potenciais atividades biológicas de fungos filamentosos 
isolados de esponjas e corais associados a recifes de coral na região nordeste da 
Zona Econômica Exclusiva (Amazônia Azul). Foram aplicadas metodologias 
contemplando o uso de meios de cultura tradicionais, assim como de técnicas 
baseadas em ativação das rotas biossintéticas, para elucidar os MSs produzidos 
por fungos pertencentes à micoteca do laboratório de diversidade e biotecnologia 
microbiana - UFAL. Técnicas cromatográficas de análises químicas foram usadas 
para determinar os compostos sintetizados e posteriormente anotados. Além disso 
foi feita avaliação das atividades biológicas contra os patógenos emergentes  
Candida albicans ATCC ® 90028, Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC ® 
208821, e as bactérias: Staphylococcus aureus ATCC ® 25904, Escherichia coli 
ATCC ® 25922, Proteus mirabilis ATCC ® 25933 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 
® 27853. Análises moleculares e morfológicas foram realizadas para estabelecer 
as relações filogenéticas da espécie Epicoccum chloridis FMPV 05. A partir de 43 
espécies  presentes na micoteca do LDBM-UFAL, foram selecionadas sete 
linhagens de fungos filamentosos, Aspergillus ruber FMPV 02; E. chloridis FMPV 
05; A. sydowii FMPV 10; Aspergillus flavus FMPV 11; Curvularia sp. FMPV 12; 
Penicillium pedernalense FMS 066; Pyrenochaetopsis sp. FMS 104. Foram 
avaliadas cinco extratos brutos e/ou suas frações obtidos a partir do micélio e 
sobrenadante do cultivo. Os fungos E. chloridis FMPV 05; A. sydowii FMPV 10 
mostraram atividade antimicrobiana contra C. albicans, C. neoformans e a bactéria 
S. aureus, as análises químicas dos extratos e das frações destes, mostraram que 
a linhagens FMPV 05  os compostos anotados como dicetopiperazinas  cyclo Leu-
Pro (12.62 %) e seu isomer (21.15%), cyclo Phe-Val (6.22%) y cyclo Pro-Phe 
(4.50%) foram  como os possíveis responsáveis pelas atividade antimicrobiana e 
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controladores dos fatores de virulência dos patógenos. Em relação a A. sydowii 
FMPV 10 a técnicas de ativação metabólica através da estratégia uma linhagem 
muitos compostos (OSMAC), mostrou 95% de diferença nos compostos 
sintetizados entre dois meios de cultura, o extrato obtido a partir do meio com glicose 
(AsGli) como fonte de carbono, mostrou atividade antifúngica contra C. albicans,  e 
C. neoformans, o extrato obtido do meio com quitosana (AsChi), não mostrou 
atividade contra estes patógenos. Corroborando que diferentes estratégias de 
cultivo potenciam a produção de MSs com perfis químicos e biológicos diferentes. 
As linhagens E. chloridis FMPV 05 e A. sydowii FMPV 10 produzem moléculas com 
atividade antimicrobiana e controladoras de fatores de virulência, contra bactérias e 
fungos patogênicos de alto risco para a saúde humana. Fungos marinhos da ZEE-
Amazônia azul são promissores na obtenção de MSs diversos, no entanto se faz 
necessário entender o papel destes micro-organismos nos ecossistemas marinhos. 

Palavras chave: Biossíntese de produtos naturais; Recifes de coral; Fatores de 
virulência; produtos naturais marinhos.   

ABSTRACT 

Marine ecosystems, including coral reefs, are impacted by global climate change, 
primarily induced by anthropogenic activity. The Exclusive Economic Zone (also 
known as the Blue Amazon), which spans tropical regions, houses significant coral 
reef ecosystems. These ecosystems are sites of various interactions between macro 
and micro-organisms, including fungi. The species richness of fungi in the marine 
environment is approximately 1,900, accounting for 1% of the described species. 
The roles of fungi in the marine ecosystem are tied to the production of natural 
products (NPs). These NPs are derived from specialized biosynthetic pathways 
associated with biosynthetic gene clusters (BGCs) and exhibit diverse biological 
activities. Secondary metabolites (SMs) of marine fungi play a part in their own 
defense mechanisms, the defense of their hosts, and communication with other 
microorganisms. Marine fungal NPs have become a focus due to the increasing 
demand for molecules with antimicrobial potential against emerging pathogens. 
Techniques based on activation or common fermentation, contribute differently to 
the production of these NPs.The aim was to evaluate the bioprospecting of 
secondary metabolites and potential biological activities of filamentous fungi isolated 
from sponges and corals associated with coral reefs in the northeastern region of 
the Exclusive Economic Zone (Blue Amazon). Methodologies were employed, 
including the use of traditional culture media and techniques based on the activation 
of biosynthetic pathways, to elucidate the SMs produced by fungi from the microbial 
diversity and biotechnology laboratory’s mycotheque library - UFAL. 
Chromatographic chemical analysis techniques were utilized to identify synthesized 
compounds. In addition, biological activities were assessed against the emerging 
pathogens Candida albicans ATCC ® 90028, Cryptococcus neoformans var. grubii 
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ATCC ® 208821, and the bacteria: Staphylococcus aureus ATCC ® 25904, 
Escherichia coli ATCC ® 25922, Proteus mirabilis ATCC ® 25933, and 
Pseudomonas aeruginosa ATCC ® 27853.Molecular and morphological analyses 
were conducted to establish the phylogenetic relationships of the species E. chloridis 
FMPV 05. From the 43 species present in the LDBM-UFAL mycotheque, seven 
strains of filamentous fungi were selected: Aspergillus ruber FMPV 02; E. chloridis 
FMPV 05; Aspergillus sydowii FMPV 10; Aspergillus flavus FMPV 11; Curvularia sp. 
FMPV 12; Penicillium pedernalense FMS 066; Pyrenochaetopsis sp. FMS 104. Five 
crude extracts and/or their fractions obtained from mycelium and culture supernatant 
were evaluated. The fungi E. chloridis FMPV 05 and A. sydowii FMPV 10 
demonstrated antimicrobial activity against C. albicans, C. neoformans, and the 
bacterium S. aureus. Chemical analyses of the extracts and their fractions revealed 
that in strain FMPV 05, the compounds identified as diketopiperazines cyclo Leu-
Pro (12.62%) and its isomer (21.15%), cyclo Phe-Val (6.22%), and cyclo Pro-Phe 
(4.50%) were potentially responsible for the antimicrobial activity and control of the 
virulence factors of the pathogens. Regarding A. sydowii FMPV 10, metabolic 
activation techniques using the One Strain Many Compounds (OSMAC) strategy 
demonstrated a 95% difference in the compounds synthesized between two culture 
media. The stratum obtained from the medium with glucose (AsGli) as a carbon 
source exhibited antifungal activity against C. albicans and C. neoformans. However, 
the extract obtained from the medium with chitosan (AsChi) did not show activity 
against these pathogens. This corroborates that different cultivation strategies 
enhance the production of secondary metabolites (SMs) with varying chemical and 
biological profiles. The strains E. chloridis FMPV 05 and A. sydowii FMPV 10 
produce molecules with antimicrobial activity and control virulence factors, acting 
against pathogenic bacteria and fungi that pose a high risk to human health. Marine 
fungi from the Blue Amazon Exclusive Economic Zone (EEZ) show promise in 
obtaining diverse secondary metabolites (SMs). However, it is necessary to 
understand the role of these microorganisms in marine ecosystems. 

Keywords: Biosynthesis of natural products; Coral reefs; Virulence factors; Marine 
natural products. 
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2. APRESENTAÇÃO    

Ecossistemas marinhos e em particular os recifes de coral são um dos 

ambientes mais afetados pelas mudanças climáticas globais induzidas pelas 

atividades humanas. Grandes metrópoles costeiras, a indústria, a falta de 

saneamento básico, assim como a sobre exploração desmedida de produtos da 

pesca, afetam a estrutura e o funcionamento destes ecossistemas marinhos em 

diferentes escalas, o que por sua vez, impactam os padrões de biodiversidade, e os 

serviços ecossistêmicos que estes ambientes oferecem para as comunidades 

marinhas e suas contrapartes terrestres, incluindo ao homem. 

Brasil é um dos 15 países com maior extensão costeira no qual a região litorânea 

abrange regiões temperadas e tropicais constituindo o que hoje é considerada como 

a Amazônia azul, está região se constitui num ponto estratégico descrito como zona 

econômica exclusiva (ZEE), onde se encontram grandes reservas de minerais, 

petróleo e uma basta biodiversidade incluindo importantes recifes de coral, 

estuários, manguezais, e uma grande variedade de espécies marinhas. Estes 

sistemas ecológicos se caracterizam pela presença de importantes extensões de 

recifes de coral considerados hotspots de biodiversidade. Nestes ecossistemas, 

interações ecológicas contribuem com o equilíbrio no ambiente marinho. Uma 

dessas associações ocorre entre um hospedeiro animal principalmente invertebrado 

e sua microbiota associada composta por microalgas simbióticas, bactérias, vírus, 

arquéias e fungos, o que é descrito como holobionte.   

Os fungos de ambiente marinho fazem parte de diversas associações, no 

entanto sua diversidade nestes ambientes é pouco estudada. A origem dos fungos 

no mar data de eras pré-históricas e o que se conhece da riqueza de espécies de 

este grupo taxonômico atualmente só chega a ser próximo ao 1% (pouco mais de 

1,800 espécies), destacando-se o filo Ascomycota com 90% das espécies descritas. 

Porém, a diversidade de fungos marinhos é estimada em 10 mil espécies, o que 

indica que potencialmente se têm uma maior riqueza de fungos deste ambiente para 
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ser explorada, revelando o pouco que sabemos no que diz respeito aos papéis que 

estes organismos desempenham nestes ambientes.    

Fungos de ambiente marinho se estabelecem em diferentes nichos, como corais, 

esponjas, leito marinho e manguezais, fazendo parte de sua microbiota e 

desempenhando papeis essenciais nos hospedeiros. Se sabe, no entanto, que 

participam dos processos que contribuem com a defesa, fotoproteção, 

decomposição, disponibilização de nutrientes mineralização, e ciclagem de 

nutrientes. Além disso, atuam como marcadores biológicos das condições 

ambientais, da saúde dos seus hospedeiros e dos ecossistemas onde estão 

presentes.  

Conhecer a diversidade biológica e a quimiodiversidade de fungos marinhos é 

vital para o entendimento do seu papel como integrantes da microbiota nas 

associações no ecossistema marinho. Estudos no Brasil e no mundo focados na 

obtenção de moléculas biossintetizadas por fungos marinhos, vêm ganhando cada 

vez mais destaque. Produtos naturais de micro-organismos marinhos (PNMMs) em 

particular de fungos que são responsáveis por entre 35 - 40% dos PNMMs neste 

ambiente, os quais pertencentes a diversas classes químicas, como policetídeos, 

peptídeos não ribossomais, terpenos, alcaloides, dicetopiperazinas, pigmentos 

entre outras. Estes metabólitos são originados de rotas biossintéticas 

especializadas que possibilitam a produção de moléculas com estruturas mais 

complexas e com potenciais atividades biológicas, auxiliando na demanda 

crescente novas moléculas com potenciais antimicrobianos contra patógenos 

emergentes.  

Isso faz necessário  identificar e caracterizar os fungos de ambiente marinho, 

assim como os Metabólitos secundários (MSs) e outros produtos naturais que eles 

sintetizam, com o objetivo de entender e elucidar possíveis hipóteses sobre sues 

papeis nos ecossistemas marinhos e a utilidade para a humanidade principalmente 

no controle de patologias de alto impacto, sendo fundamental elucidar os 
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mecanismos de ação e determinar o controle dos fatores de virulência sobre 

patógenos emergentes que estes MSs de fungos marinhos apresentam.    

Diante do potencial biotecnológicos de produtos naturais, principalmente MSs 

de fungos marinhos, e da necessidade de explorar as capacidades de sínteses de 

novas moléculas com ação antimicrobiana, este estudo teve como objetivo: I) 

Determinar o potencial antimicrobiano de fungos filamentosos associados a corais 

e esponjas de dois pontos na região Nordeste de Brasil, presentes na micoteca do 

Laboratório de Diversidade e Biotecnologia Microbiana, da Universidade Federal de 

Alagoas (LDMB-UFAL). II) Avaliar a produção de MSs produzidos por fungos 

marinhos selecionados, assim como a realização da anotação/identificação dos 

mesmos por meio de técnicas químicas analíticas. III)   Elucidar os potenciais 

mecanismos de ação e controle dos fatores de virulência dos MSs de fungos 

marinhos como controle de patógenos emergentes fúngicos e bacterianos.                    

 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1.  Ecologia e diversidade do ambiente marinho: perspectivas e realidade 

Os oceanos estão submetidos a uma intricada gama de fatores abióticos como 

temperatura, salinidade, pressões hidrostáticas, pH, que por sua vez modulam as 

comunidades existentes neste ambiente (Earp; Liconti, 2020; Feng et al., 2022; 

Mohamed et al., 2023). Este ecossistema tem um ambiente dinâmico, caracterizado 

por ser um importante reservatório de diversidade única, marcando por um forte 

impacto da atividade antrópica. Um total de 12 das 15 metrópoles na terra são 

costeiras, o que mostra um crescimento demográfico nestas porções continentais 

(duplicado nos últimos 50 anos), levando consigo uma desenfreada demanda em 

termos de agricultura, indústrias e tecnologias (Ramírez-Rendón et al., 2022; 

Visbeck, 2018). Não é estranho então, que um total de 40% da população global 

está concentrada em áreas dentro de 200 km próximos ao oceano, o que tem 
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impactado cada vez mais estes ambientes de forma local e global, gerando uma 

degradação do ambiente marinho, particularmente nas regiões costeiras (Hatje et 

al., 2021; Ramírez-Rendón et al., 2022; Visbeck, 2018).  

Os impactos gerados pelas atividades antropogênicas como a eutrofização e a 

superexploração dos recursos marinhos e costeiros, têm sido relatados com 

preocupação na literatura científica nas últimas décadas, focalizadas em grande 

parte no lançamento e pela presença de metais-traço (ex. chumbo – Pb, zinco – Zn, 

cobre – Cu e mercúrio – Hg) (Hatje et al., 2021; Visbeck, 2018), que são amplamente 

usados em processos industriais e descartados de forma inadequada, os quais tem 

difícil ou nula degradação como são os pesticidas, compostos bromados e 

organofosforados, que têm se mostrado substâncias ou subprodutos, 

potencializando a contaminação dos ecossistemas costeiros e de mar aberto (Hatje 

et al., 2021; Ramírez-Rendón et al., 2022; Visbeck, 2018).  

Muitos desses poluentes, têm mostrado impactos profundos e exacerbados por 

ciclos de feedback negativo no ambiente marinho, um deles é a presença de micro 

plásticos que atuam como veículos de bactérias patogênicas, genes de resistência 

antimicrobiana assim como inúmeros produtos químicos que têm atividade 

desreguladora do sistema endócrino e outros sistemas biológicos, os quais estão 

vinculados às redes alimentares (Hatje et al., 2021; Lou et al., 2023).   

Por outro lado, os ecossistemas marinhos são considerados vitais para o 

funcionamento dos seus pares continentais, já que suportam a vida e fornecem 

inúmeros serviços ecossistêmicos, regulando o clima, armazenando dióxido de 

carbono e absorvendo a maior parte do excesso de calor das emissões de gases 

de efeito estufa (Earp; Liconti, 2020; Hattam et al., 2015; Ramírez-Rendón et al., 

2022; Vanwonterghem; Webster, 2020). Na atualidade a ciência oceânica, têm 

promovido ferramentas e premissas voltadas para o desenvolvimento sustentável 

visando a proteção dos mares através de monitoramento contínuo voltado para a 

compreensão dos processos e inter-relações nos ecossistemas, favorecendo a 
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formulação de estratégias para a preservação ou conservação principalmente de 

recifes de corais (Ramírez-Rendón et al., 2022; Visbeck, 2018).  

No Brasil, os ecossistemas marinhos compreendem a maior zona litoral de um 

único país no mundo, com uma extensão de 8 mil km e uma área equivalente a 67% 

da porção continental do país, abrangendo regiões tropicais e temperadas, e hoje 

considerada a Amazônia azul (Ab´Saber, 2001; Wilke et al., 2021). O país conta 

com um dos ecossistemas únicos de recifes de corais, onde se destacam o sistema 

de recifes na foz do rio Amazonas, o Grande Recife Amazônico (GARS), abrigando 

comunidades de macro e micro-organismos, que por meio de suas interações 

promovem a manutenção do equilíbrio desses ecossistemas (Roik; Reverter; 

Pogoreutz, 2022), e que por sua vez é ameaçado por ser uma região de importância 

para exploração de petróleo e gás na região determinada como Zona Econômica 

Exclusiva (ZEE) (Banha et al., 2022; de Mahiques et al., 2019).  

 

3.2. O Holobionte: associações entre o hospedeiro animal e sua microbiota  

Um dos ecossistemas marinhos que estão sendo mais afetados pelas 

atividades antrópicas e os ciclos na terra são os recifes de corais, os quais são muito 

mais sensíveis às mudanças de temperatura e químicas nos oceanos (Hoegh-

Guldberg et al., 2017; https://www.epa.gov/coral-reefs/threats-coral-reefs). Recifes 

de coral se caracterizam por concentrar a maior biodiversidade estudada no 

ambiente marinho. Estima-se que acolhem uma diversidade biológica associada 

próxima a nove milhões de espécies, o que corresponde a cerca de 25% da 

diversidade do ambiente marinho, constituindo-se, desta maneira, num dos 

ecossistemas mais diversos na Terra (Earp; Liconti, 2020; Shabana et al., 2021; 

Hoegh-Guldberg et al., 2017; Vanwonterghem; Webster, 2020).  

Os recifes de corais ocupam 0,1% da superfície oceânica do mundo, e 

funcionam como fonte primária na obtenção de recursos, tanto para espécies 

https://www.epa.gov/coral-reefs/threats-coral-reefs
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marinhas como para o homem. Atuam como uma intricada teia alimentar que 

sustenta diversos invertebrados marinhos como, esponjas, corais entre outros que 

funcionam como hospedeiros de uma ampla gama de micro-organismos 

(microbioma simbiótico) (Li, 2019). Estas associações constituem o que é chamado 

de “Holobionte” (Figura 1). 

Figura 1. Microbioma nos tecidos dos corais (A) e esponjas (B). O microbioma associado ao coral 

e esponjas é distribuído em tecidos e locais específicos dos invertebrados. As bactérias simbiontes 

mais estudados, outros grupos como arquéias, vírus, algas e fungos, também estão presentes e 

envolvidos em diversos processos fisiológicos. (Fonte: Mohamed et al., 2023 (A); Trewick; Morgan, 

2016 (B)). 

 

O potencial papel dos micro-organismos associados aos benefícios à saúde dos 

corais é recentemente estudado (Peixoto et al., 2017). Principalmente porque a 

microbiota conta com a capacidade de estabelecer associações no coral, como as 

que acontecem entre planta-fungo do solo (micorrizas), além disso, participam de 

interações no holobionte, entre as quais destacam-se a capacidade de fornecer 

substâncias úteis para o coral, assim como a inibição de possíveis competidores e 

patógenos, o que promove seu papel benéfico na melhora da aptidão do coral 

(Mohamed et al., 2023; Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022; Thompson et al., 2015).    
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Partindo da premissa que comunidades microbianas distintas podem colonizar 

vários microhabitats do coral, como a camada superficial de mucopolissacarídeo, 

tecido do coral, cavidade gastrovascular e esqueleto do coral, assim como as 

diversas estruturas nas esponjas (Figura 1), pode se estabelecer que estas 

comunidades participam ativamente da manutenção do holobionte exercendo 

funções únicas, agrupadas e complexas (Mohamed et al., 2023). Por outro lado, 

existe uma porção dessa microbiota do holobionte que é como a base de micro-

organismos no hospedeiro (core microbiome), que promove ativamente a 

estabilidade do holobionte contra às perturbações bióticas e abióticas (Peixoto et 

al., 2017; 2019; Sweet; Bulling, 2017).  

O holobionte de coral pode ser definido como uma associação na qual participa 

o hospedeiro animal e sua microbiota associada (microalgas simbióticas, bactérias, 

vírus, arquéias e fungos) (de Mahiques et al., 2019; Lajeunesse et al., 2018).  As 

relações ecológicas do holobionte têm sido foco de estudo na última década, e a 

mais característica ocorre entre corais e algas fotossintéticas (zooxantelas) 

pertencentes à família Symbiodiniaceae, uma associação simbiótica obrigatória 

principalmente para o invertebrado (Li, 2019). A inter-relação é atribuída a uma 

associação coevolutiva onde o simbionte disponibiliza mais de 90% dos 

requerimentos nutricionais básicos ao coral, além de fornecer matéria-prima e 

substâncias necessárias para o hospedeiro no holobionte (Ameen et al., 2021; Li, 

2019; Mohamed et al., 2023),  

Os micro-organismos também podem participar do microbiota patogênica do 

coral (patobioma), afetando a saúde e gerando um desequilíbrio dos processos 

fisiológicos, e em casos extremos levando a morte do coral (Mohamed et al., 2023; 

Sweet; Bulling, 2017). O microbioma representa uma parte substancial da biomassa 

do hospedeiro, o que vai depender principalmente do tipo de invertebrado, e no caso 

de esponjas, a comunidade microbiana chega a representar aproximadamente 60% 

da biomassa do holobionte. 
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Diversos autores ressaltam que para corais é menor, mas a proporção do 

microbioma é maior no tecido mole em relação à biomassa total, no entanto pode 

chegar a ser a proporção maior do material vivo num coral (Boschh; Miller, 2016; de 

Mahiques et al., 2019; Silveira et al., 2017). Estas relações no holobionte contribuem 

como a maquinaria biossintética do microbioma (metabólitos primários e 

secundários), os quais estão envolvidos na nutrição, na defesa química do 

hospedeiro (quimioecologia), na regulação, na redução e disponibilização de 

substâncias que podem ser prejudiciais ou necessárias para à associação, até 

cumprir funções de facilitadores para a colonização de outros organismos (Orlić, 

2019; Patel; Kumar; Haldar, 2021; van de Water., 2022).  

Além disso, os hospedeiros cumprem papéis como agentes seletivos, 

contribuindo nos processos evolutivos da síntese destas substâncias. Alguns testes 

realizados in vivo e in vitro, têm mostrado que metabólitos secundários geralmente 

funcionam como defesas contra competidores, e mostram uma diminuição de 

ataques de patógenos, promovendo processos reprodutivos na atração de gametas, 

porém, essas funções são menos investigadas. Recentemente tem-se avaliado a 

aplicação de consórcios bacterianos que regulam as disbiose do coral e potencializa 

a fisiologia do hospedeiro, sendo promissor para a manutenção da saúde do coral 

(Hay, 1996; Raghukumar; Ravindran, 2012; Teplitski et al., 2016; Zhao et al., 2012).   

A microbiota autotrófica dos invertebrados marinhos participa de diversas 

funções, entre elas, a produção de compostos sulfurados relacionados ao 

dimetilsulfoniopropionato – DMSP – e o dimetilsulfito – DMS, presentes em 

diferentes processos no holobionte, como a osmoproteção, atividade antioxidante e 

controle antimicrobiano nos tecidos coralíneos. Alem disso, atuam como 

sinalizadores moleculares, servindo como atrativos para peixes herbívoros, 

contribuindo assim com o controle de macroalgas nos recifes de corais (Mohamed 

et al., 2023; Puglisi et al., 2020; Zilberberg et al., 2016).  
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Porém, o conhecimento das funções específicas na associação invertebrado-

microbioma ainda não está bem compreendido, principalmente no que diz respeito 

ao papel do microbioma do coral nas funções críticas que avaliam a resiliência do 

ecossistema (Bellwood et al., 2019; Morrow; Pankey; Lesser, 2022). Um dos alvos 

dos estudos é a importância desse microbioma no branqueamento dos corais, 

disbioses considerada multifatorial, entre eles a presença de um patobioma e 

fatores abióticos  que funcionam como gatilho para o desenvolvimento das mesmas 

(Mohamed et al., 2023;  Sweet; Bulling, 2017, Sweet et al., 2019; Zilberberg et al., 

2016), e quando estas alterações não podem ser controladas pelo holobionte, as 

zooxantelas são “expulsas” do invertebrado inviabilizando sua sobrevivência, 

promovendo o branqueamento do coral (Boschh; Miller, 2016; Stal; Cretoiu, 2022).    

Algumas hipóteses sobre o rompimento da relação coral-zooxantelas têm sido 

avaliadas e uma delas é atribuída às mudanças na temperatura e na química do 

oceano, promovendo a saída das zooxantelas facilitando a colonização por 

patógenos (Boschh; Miller, 2016). Por outro lado, estes eventos desencadeiam 

danos, principalmente nos componentes do sistema fotossintético II (PSII) ou na 

redução excessiva de carregadores de elétrons, induzindo danos oxidativos nas 

proteínas fotossintéticas (Boschh; Miller, 2016; Hoegh-Guldberg et al., 2017). Uma 

segunda está relacionada ao papel de bactérias do gênero Vibrio spp., associado à 

capacidade que estes micro-organismo têm de hidrolisar o muco do coral, atividade 

que é potencializada sob temperaturas elevadas (Pollock et al., 2011), levando 

assim à infecção e ao consequente branqueamento do coral (Boschh; Miller, 2016; 

Moriarty et al., 2020 Thompson et al., 2001; Teplitski et al., 2016).  

3.3.  Fungos: evolução, diversidade e seu papel no ambiente marinho 

3.3.1 Evolução e classificação de fungos marinhos    

 

A história evolutiva das espécies atuais de fungos data do Triássico-Jurássico, 

onde houve os grandes eventos que afetaram a biodiversidade da Terra, 
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extinguindo-a em aproximadamente 70% (Phukhamsakda et al., 2022). Eventos 

subsequentes de desintegração da placa Pangea e a fusão continental no Jurássico 

Médio e no Cretáceo Inferior, respectivamente, e finalmente do Cretáceo ao 

Cenozóico com a formação do supercontinente levaram ao evento de especiação 

independente dos táxons de fungos modernos (Figura 2 e 3) (Peace et al., 2020; 

Phukhamsakda et al., 2022). 



22 

 

 

Figura 2. Filogenia ressaltando os diferentes grupos taxonômicos do reino fungi (Fonte:  Li et al., 2021) 
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Figura 3. Relações filogenéticas em escala genômica de 1.644 espécies considerando a 

diversidade de fungos (Fonte:  Li et al., 2021) 
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Em relação ao ambiente marinho, existem registros fósseis que indicam que a 

diversidade fúngica neste ambiente, já foi mais significativa no passado do que na 

sua contraparte continental, no entanto, apenas 16% das espécies descritas hoje 

correspondem ao ambiente marinho (Costello; Chaudhary, 2017). Porém, a origem 

dos fungos no ambiente marinho ainda é hipotética, sendo que as primeiras 

datações colocam sua evolução na parte final do Proterozóico (900-570 milhões de 

anos atrás - mya) (Gonçalves; Esteves; Alves, 2022). Mais recentemente, Bengston 

et al. (2017) encontraram fósseis filamentosos em vesículas e fraturas em um 

basalto de 2,4 bilhões de anos na África do Sul. Nessas formações, as estruturas 

miceliais são ramificadas e anastomosadas, sendo atribuídas a fungos com base 

nas semelhanças quimiomorfológicas com os fungos atuais, propondo assim este 

como o registro fóssil fúngico mais antigo, sugerindo que fungos habitam em 

ambientes submarinos à aproximadamente 2400 milhões de anos.       

Os fungos se posicionam como o segundo grupo mais biodiverso depois dos 

insetos (Wu et al., 2019). Em relação à diversidade de fungos, as diferentes 

abordagens usadas para a estimativa desta determinam que o número aproximado 

de espécies de fungos está entre 2 - 13,2 milhões (Hawksworth; Lücking, 2017; 

Jones et al., 2019; Lücking et al., 2021; Wu et al., 2019).  Na atualidade, uma 

reduzida porcentagem dessa diversidade está formalmente descrita (168.811 

espécies) (http://www.speciesfungorum.org/; 13 de agosto de 2023), e se prevê que 

seja ainda maior, principalmente quando estudados sejam realizados usando 

através de estratégias de metabarcoding (Baldrian et al., 2022; Tedersoo et al., 

2022; Wu et al., 2019).      

Estimativas apontam que pouco mais de 1% dos fungos descritos são derivados 

do ambiente marinho. Jones et al. (2019), listaram 1.257 espécies no site 

www.marinefungi.org e se tem estimado que a riqueza de espécies poderia chegar 

a ser de 10.000 (Jones; Pang, 2012). No entanto, outras estimativas mais 

ambiciosas chegam a avaliar essa diversidade ainda não conhecida, em até um 

milhão de espécies (Jeewon et al., 2019). Calabon et al. (2023), atualizaram a 

http://www.speciesfungorum.org/
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diversidade documentada de fungos marinhos conhecidos para 1898 espécies 

relatadas em todo o mundo, as quais estão distribuídas em nove filos, 33 classes, 

107 ordens, 273 famílias e 767 gêneros (Tabela 1). Durante as associações entre 

fungos e recifes de coral, estes podem se apresentar como endófitos, endobiontes, 

saprotróficos e patógenos, e dentro das características dos fungos marinhos 

(micoplâncton) está a particular resposta que têm às mudanças ambientais e em 

outros casos à poluição (Ainsworth; Fordyce; Camp, 2017; Paulino; Félix; Landell, 

2020; Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022; Tarman, 2020). 

 

Tabela 1. Grupos e números de fungos marinhos, destacam a predominância do subfilo 

Ascomycota em todos os habitats ecológicos estudados. Por outro lado, os microsporídios são o 

grupo dominante de fungos marinhos parasitas de animais marinhos (Adaptado de Calabon et al., 

2023). 

Filo Espécies Gênero Família Ordem Classe 

Ascomycota 1.561* 590 176 63 10 

Basidiomycota 158 86 49 27 10 

Microsporídios 128 56 26 7 3 

Chytridiomycota 29 18 12 5 5 

Mucoromycota 17 12 6 1 1 

Olpidiomycota 2 2 1 1 1 

Afelidiomycota 1 1 1 1 1 

Blastocladiomycota 1 1 1 1 1 

Mortierellomycota 1 1 1 1 1 

Total 1898 767 273 107 33 

*Número de espécies descritas 

Ascomycota e Basidiomycota (Dikaria) constituem os subfilos mais 

representativos do reino fungi em ambiente marinho, com 1719 espécies 

associadas, constituindo a maior porcentagem de espécies reportadas para este 

ambiente (Calabon et al., 2023). O primeiro relato de um fungo marinho foi o 

ascomiceto Phaeosphaeria typharum, descrito por Desmazieres, 1849 como 

marinho facultativo obtido a partir da planta pantanosa Typha (Vargas-Gastélum; 
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Riquelme, 2020). A origem dos fungos marinhos tem sido relatada como o produto 

de vastas migrações independentes do ambiente terrestre e de água doce para o 

ambiente marinho (Raghukumar, 2017). Por outro lado, a classificação de fungos 

marinhos até pouco tempo esteve baseada principalmente por fatores ecológicos e 

não taxonômicos (Jones, 2011).      

Jones et al. (2019) publicaram uma das últimas listas de verificação dos fungos 

marinhos destacando a descoberta de novas táxons, o que foi conseguido pelo 

aumento das amostragens em locais ainda inexplorados incluindo diversos 

substratos como algas, ervas marinhas, água do mar, registros rochosos e do leito 

marinho, assim como a utilização de novas abordagens taxonômicas não 

tradicionais como o sequenciamento de terminação de cadeia didesoxi de Sanger, 

sequenciamento de alto rendimento (HTS), plataformas 454-Pyrosequencing e 

Illumina (Calabon et al., 2023), assim como estudos filogenéticos baseados em 

análise multigênica permitiram avanços no conhecimento da diversidade de fungos 

no ambiente marinho alcançando o número de 1898 espécies (Calabon et al., 2023; 

Jones et al., 2019).  

A diversidade de fungos no mar tem sido relatada após um dos primeiros 

trabalhos sobre a riqueza de fungos associados a diferentes corais em 1982 por 

Kendrick e colaboradores onde destacaram espécies relacionadas aos gêneros 

Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Cladosporium, Hormonema e demais 

gêneros representativos. O número de trabalhos com enfoque em fungos 

associados a invertebrados marinhos (corais, esponjas e outros) obtidos a partir de 

diferentes técnicas (cultiváveis e não cultiváveis) tem aumentado drasticamente, 

favorecendo o conhecimento da diversidade de fungos associados a estes 

organismos (Raghukumar; Ravindran, 2012).  

O estudo da diversidade de fungos marinhos no Brasil segundo Berlink et al. 

(2004),  começou na década de 70 nos trabalhos de Booth e colaboradores, onde 

avaliaram diversos ambientes, isolando fungos de diferentes nichos. Este primeiro 
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foi seguido pelos trabalhos de Sarquis e colaboradores nos anos 90, onde avaliaram 

a diversidade do solo arenoso nas praias de Ipanema reportando uma riqueza de 

17 espécies de fungos filamentosos principalmente associados aos gêneros 

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces e Cladosporium. 

Outros substratos também têm sido explorados como algas marinhas (Menezes et 

al., 2010), esponjas marinhas (Geodia corticostylifera e Chelonaplysylla erecta) 

(Ortega et al., 2011; Kossuga et al., 2013) e manguezais (Ghizelini et al., 2012; 

2019).  

No trabalho de Paulino et al. (2020) foi avaliada a riqueza de fungos 

filamentosos associados a recifes de coral do nordeste do Brasil, obtendo um total 

de 43 espécies todas elas relacionadas ao filo Ascomycota, sendo espécies dos 

gêneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e Cladosporium encontradas nos 

diferentes hospedeiros amostrados. Também foi determinado que as comunidades  

de fungos, apresentaram uma dissimilaridade de 73% nos pontos amostrados, 

apontando uma possível causa da baixa similaridade às condições abióticas de 

cada local e evidenciando uma diversidade relevante levando em consideração os 

pontos estudados.     

 

3.3.2 Ecologia dos fungos marinhos   

Diversos nichos no ambiente marinho são fontes de representantes do Reino 

Fungi. Nestes ambientes prosperam participando principalmente por meio da 

produção e elaboração de enzimas extracelulares e outros metabólitos que 

participam nos processos ecológicos no ecossistema marinho, assim como a 

produção de biomassa (Behera; Das, 2023; Phukhamsakda et al., 2022). Além 

disso, a já mencionada capacidade de realizar associações simbióticas, assim como 

a participação na formação de biofilme, lhes proporcionam maior capacidade para 

se estabelecer sobre o substrato séssil oferecendo uma maior estabilidade, 
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promovendo o equilíbrio nutricional e mecanismos de defesa (Behera; Das, 2023) 

(Figura 4).  

Figura 4. Esquema demonstrando as interações ecológicas dos fungos marinhos com os 

diferentes substratos orgânicos (Adaptado de Jones et al., 2019). 

 

Dados reportados na literatura mostram que existe uma alta diversidade de 

fungos associados a invertebrados marinhos, e junto a isso, uma significativa 

heterogeneidade na composição destas comunidades. No entanto, existem fungos 

de ampla distribuição que se encontram associados à micobiota de diversos corais 

de ambientes e regiões diferentes (Blunt et al., 2009; Liao; Xiao; Li, 2019; Yarden, 

2014; Zhang et al., 2019b), sugerindo que existem micobiotas permanentes para 

alguns recifes de corais e outros amplamente transientes. 

No trabalho de Raghukumar, (2017) destaca-se que só a partir da década de 

80 houve um interesse pela presença relevante de fungos em ecossistemas de 

recifes de corais. Nas últimas décadas, fungos vem ganhando importância tanto 

pelo conhecimento de sua diversidade em ecossistemas, assim como na elucidação 
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dos papéis importantes nas interações com os seus hospedeiros e o ambiente, não 

somente como facilitadores na obtenção de recursos por ser este um ambiente 

oligotrófico, mas também na defesa através da produção de moléculas bioativas 

(Hayashi et al., 2016; Lini et al., 2020; Orlić, 2019; Sen et al., 2022).   

Estudos de caso mostraram, por exemplo, que no coral Porites astreoides há 

predominância de fungos filamentosos, atribuído a estes um papel positivo na 

ciclagem de nitrogênio. Esta atividade é considerada benéfica para o coral, já que 

os habitats nos quais estes geralmente se encontram são oligotróficos com baixas 

concentrações de nitrogênio (Raghukumar, 2017). Do mesmo modo têm-se relatos 

de que fungos participam na clivagem DMSP e DMS produzidos pelos corais, já que 

contam com a maquinaria genética que permite-lhes sintetizar enzimas úteis para 

esta função, o que visa sua atividade como prioritárias no holobionte (Narchi; Price, 

2015; Zhang et al., 2019a). No entanto, muitos destes papéis ainda estão sob 

pesquisa com o objetivo de compreender melhor a funcionalidade no ecossistema 

coralino.   

Fungos marinhos podem produzir espécies reativas do oxigênio (EROs) por 

meio de radicais hidroxila ou mediante a liberação de oxigênio e peróxido, seguidas 

de uma atividade enzimática ligninolítica (biocatálise) (Grossart; Rojas-Jimenez, 

2016). Isto causa oxidação inespecífica e hidrólise de ácido húmico e outros 

poluentes poliméricos, com uma posterior atividade antibacteriana de 

mineralização, diminuindo o impacto da poluição nos ambientes coralinos (Grossart; 

Rojas-Jimenez, 2016; Oren; Gunde-Cimerman, 2007).  

Outro papel dos fungos é produção de aminoácidos do tipo micosporina (MAA) 

(Pathak et al., 2019). Estes compostos (pigmentos) são reconhecidos por participar 

na fotoproteção de diversos organismos (Raghukumar, 2017). Uma das primeiras 

moléculas bioativas do tipo metabólito secundário obtido de fungos marinhos foi a 

cefalosporina C, produzida por uma linhagem de Acremonium sp., isolado de água 

coletada da costa da Sardenha na Itália (Lawrence et al., 1998). Nas últimas seis 
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décadas a 'micotecnologia' ou biotecnologia fúngica tem alcançado importantes 

avanços na obtenção, descrição e aplicação de produtos naturais (Bovio et al., 

2019; Raghukumar, 2008; Zilberberg et al., 2016).   

Do ponto de vista da quimioecologia marinha, os PNMMs obtidos de fungos 

cumprem um importante papel na regulação das interações químicas entre 

organismos marinhos (Bovio et al., 2019; Gerwick; Fenner, 2013; Raghukumar, 

2017). Por outro lado, diversos fungos de origem marinha estão associados a 

produção de produtos naturais como: alcaloides, ciclo tetrapeptídeos, diterpenos, 

hexapeptídeos, lactonas, que tem sido usado na indústria farmacêutica em 

aplicações para componentes anticâncer, atividade contra linhagens celulares de 

câncer humano, inibidores do vírus herpes simplex, atividade antiparasitária, 

antiviral, antifúngica, entre outras atividades (Bovio et al., 2019; Raghukumar, 2008). 

Além de serem utilizados na produção de várias enzimas extracelulares, ácidos 

orgânicos, antibióticos, todos estes produtos têm amplas aplicações no campo da 

farmacologia, indústria e agricultura (Gladfelter; James; Amend, 2019; Hasan et al., 

2015; Jin et al., 2016).  

Estes PNMMs de origem fúngica, têm se mostrado importantes, apresentando 

propriedades estimulantes do crescimento celular que podem ser úteis em estudos 

sobre cicatrização de feridas (Hasan et al., 2015). Para o ano 1992, tinham sido 

descritos 15 metabólitos fúngicos marinhos, dez anos depois o número passou a 

ser de  270, já para o ano 2011 o número de produtos naturais obtidos de fungos 

de ambiente marinho chegou aproximadamente aos 700 (Petersen; Kellermann; 

Schupp, 2020). Bovio et al. (2019) relataram a descrição de 1277 novos produtos 

naturais com aplicações biomédicas promissoras de acordo com suas estruturas e 

potenciais biológicos.  

A produção de PNMMs por fungos marinhos, têm sido avaliada em escala 

ecológica e segurança farmacológica através do modelo de microescala com 

zebrafish (Danio renio) (Hoeksma et al., 2019; Ragavendran et al., 2019). Este é o 
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caso de moléculas como isoquinulina A, obtida a partir de Nigrospora oryzae e 

antraquinonas obtidas do fungo alternaria sp., os quais mostraram uma forte 

atividade citotóxica e alta letalidade e estimulação de mutações nos embriões de 

zebrafish (Bai et al., 2016). Outros produtos relevantes e diversas funções têm sido 

associados aos fungos de ambiente marinho, como por exemplo, a partir dos fungos 

Arthrinium arundinis e Aspergillus terreus SCSGAF0162 obteve-se alcaloides com 

uma significativa atividade citotóxica in vitro contra linhagens celulares de câncer 

(e.g. linhagens celulares de linfoma U937 e leucemia linfoblástica aguda MOLT-4) 

(Jin et al., 2016; Jones et al., 2019).       

Do mesmo modo, o fungo Lophiostoma sp. ZJ-2008011 foi a fonte de 

antibióticos conhecidos como macrólideos (3Z,4S,5S,6E,7S,8S,9S,10R)-8- cloro-

5,8,9,10-tetra-hidro-5, 9-di-hidroxi-10-metil-2H-oxecin-2-ona, modiolídeo A, 

curvulidas B1 e B2 e curvulalida (Hou et al., 2019).  Jin et al. (2016) reportaram a 

produção de moléculas derivadas de lactonas produzidas por  Aspergillus terreus 

SCSGAF0162, as quais apresentaram uma forte atividade de inibição contra a 

acetilcolinesterase (AChE), enzima responsável pela hidrólise de 

neurotransmissores. Além disso, foi detectada atividade antiviral destacada contra 

o vírus A (H1N1) pela linhagem de Penicillium chrysogenum PJX-17, fonte na 

obtenção de combinações de sorbicilenóides (Peng et al., 2014).   

Não obstante, o papel dos fungos não está sempre associado a benefícios. 

Algumas espécies como Aspergillus sydowii e Aspergillus versicolor têm sido 

reportadas como causadoras de aspergilose, que acomete a corais dos gêneros 

Gorgonia spp. (coral mole) e Annella spp. (Pang et al., 2021; Phongpaichit et al., 

2006;  Rypien et al., 2008). Esta doença se espalhou pelo Mar do Caribe na década 

de 1990 e mais recentemente pelo sudeste da Ásia (Raghukumar; Ravindran, 

2012), apud (Smith et al., 1996); (Zhang et al., 2019a). No entanto, os fungos como 

A. sydowii e A. versicolor estão amplamente distribuídos em corais saudáveis, 

sugerindo que algumas das doenças dos corais atribuídas aos fungos podem na 
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realidade ter uma origem polimicrobiana e não necessariamente por uma única 

espécie fúngica, assim como a inter-relação destes com os fatores abióticos como 

a temperatura das águas nos recifes de corais (Pang et al., 2021; Zhang et al., 

2019a).    

Alguns fungos marinhos são considerados patógenos oportunistas de outros 

animais marinhos, os quais vão colonizar e se proliferar nos corais, o que pode 

funcionar como um indicativo de declínio da saúde do hospedeiro (Ainsworth; 

Fordyce; Camp, 2017). Na revisão de literatura de Pang et al. (2021), sobre a 

patogenicidade de fungos em animais marinhos, 225 espécies de fungos foram 

reportados como causadoras de infecções em 193 espécies animais, onde 

Microsporidia foi destacou com aproximadamente 50%, seguido de Ascomycota 

com 37% das espécies. Para esponjas e corais, os trabalhos reportando casos de 

patogenicidade são relatados em menos de 0,5% (Pang et al. 2021).  

Embora as pesquisas publicadas tenham se concentrado principalmente em um 

grupo de ascomicetos como Aspergillus, Penicillium e Fusarium, novos alvos 

filogenéticos de uma maior diversidade de hospedeiros e habitats estão 

aumentando constantemente, gerando novas fontes na descoberta de novos 

compostos com estruturas inéditas de alto potencial biológico (Gladfelter; James; 

Amend, 2019; Harikrishnan et al., 2021; Petersen; Kellermann; Schupp, 2020; 

Puglisi et al., 2020; Sen et al., 2022). 

Porém, a relação dos fungos marinhos no ecossistema e seus produtos está 

mais relacionada, à descoberta e isolamento de novos PNMMs incluindo 

metabólitos secundários com propriedades biológicas, que possam auxiliar na 

proteção contra patógenos oportunistas e outros patógenos na saúde humana e 

animal, assim como aplicações industriais e ecológicas de biorremediação 

(Gladfelter; James; Amend, 2019; Peixoto et al., 2017; Raghukumar, 2017; Teplitski 

et al., 2016).  
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Desde a década dos 60 o professor Bernard Tursch realizou estudos com 

produtos naturais de ambiente marinho no Brasil, compostos como o colesterol foi 

amplamente encontrado em ouriço-do-mar, algas marinhas e invertebrados 

marinhos (Berlinck et al., 2004). O Brasil apresenta uma diversidade biológica por 

toda sua faixa litorânea, uma das mais extensas no mundo, mas pouco explorada 

em termos biotecnológicos.   

Os estudos realizados no ambiente marinho brasileiro vêm revelando uma 

diversificada classe de compostos químicos, no entanto, a busca por moléculas 

bioativas a partir de organismos marinhos prevê um grande número de substâncias 

desconhecidas, tornando a pesquisa em produtos naturais (PNs) de grande 

relevância, devido a necessidade de novos fármacos com eficácia terapêutica 

contra agentes infecciosos (Berlinck et al., 2017; Newman et al., 2020).    

3.3.3 Quimiodiversidade de Produtos Naturais de Micro-organismos Marinhos 

(PNMMs): Fungos, além das suas rotas biossintéticas         

Giddings e Newman (2015; 2019) descrevem os metabólitos secundários como 

moléculas que evoluíram ao longo de bilhões de anos, sendo apresentadas por 

organismos biológicos específicos, ou, em grupos taxonômico com relações 

filogenéticas próximas. Cabe destacar que em décadas passadas, metabólitos 

secundários obtidos de ambientes marinhos foram atribuídos a invertebrados 

marinhos (Li, 2019; Orlić, 2019; Patel; Kumar; Haldar, 2017). Porém, atualmente 

sabe-se que micro-organismos simbiontes, como os fungos que podem sintetizar 

um grande número de moléculas a partir de rotas biossintéticas especializadas e 

adquiridas através de processos evolutivos complexos (Leal et al., 2014; Patel; 

Kumar; Haldar, 2017).  

3.3.3.1 Rotas biossintéticas de metabólitos secundários em fungos            

Na maioria dos organismos, o metabolismo primário é geralmente 

compartilhado, e se caracteriza por serem moléculas que não estão diretamente 
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envolvidas em funções primárias, como as relacionadas ao crescimento, 

desenvolvimento e reprodução de um organismo (Tarman, 2020). Em contrapartida, 

o metabolismo secundário e seus produtos são aqueles que estão potencialmente 

associados a processos como a defesa própria e de seu hospedeiro, a competição 

inter e intraespecífica e a comunicação (Tarman, 2020). Um exemplo disso pode 

ser a produção de pigmentos, compostos que controlam fatores de virulência com 

relevantes potenciais antimicrobianos, ou capacidade antioxidante, como é o caso 

de produtos obtidos de fungos como Aspergillus fumigatus Fusarium graminearum, 

Fusarium sp., Penicillum sp., A. sydowii, Curvularia sp., entre outros (Gonçalves; 

Esteves; Alves, 2022; Keller et al., 2019).   

Os MSs têm mostrado uma tendência de distribuição filogenética ao longo de 

linhagens evolutivas mais relacionadas, uma vez que a produção dos MSs dos 

fungos marinhos é modulada ou corregulada, além dos genéticos, por múltiplos 

fatores, como os ecológicos que incidem na ativação e na diversificação de seus 

genes e agrupamentos gênicos (Bills; Gloer, 2016; Keller et al., 2019).   

Avanços tecnológicos, tem permitido um incremento considerável no número de 

sequências de genomas fúngicos favorecendo a mineração e associação de 

produtos naturais obtidos a partir destes organismos, isto também tem evidenciado 

que o potencial biossintético de fungos filamentosos ainda é subexplorado (Brakage 

et al., 2011). Porém, estes genes necessários para a biossíntese de um metabólito 

secundário são organizados de forma contígua como um agrupamento de genes 

biossintéticos (do inglês Biosynthetic gene clusters - BGC), muitos deles 

recentemente descobertos através de ferramentas de bioinformática (Keller et al., 

2019). Alguns destes BGCs podem ser silenciados, suprimindo a codificação de 

enzimas catalíticas primárias, essenciais para a síntese dos MSs, o que leva a 

diversos efeitos, como alterações no crescimento vegetativo ou na esporulação, 

incidindo no desenvolvimento fúngico, dificultando a obtenção de parte do arsenal 
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metabólico dos fungos, principalmente em ambientes laboratoriais (Bills; Gloer, 

2016).   

Os principais metabólitos secundários de fungos, os policetídeos (do inglês 

polyketides – PKs os policetídeos não ribossomais (do inglês Non Ribosomal 

peptides – NRPs) e os terpenos, são produzidos pela atividade dos BGCs.  São 

constituídos primordialmente por uma enzima sintase e/ou sintetase que define o 

tipo de MSs a serem sintetizados (PKs sintase, NRPs sintetase, terpeno sintase 

e/ou ciclase, e isocianeto sintase), enzimas envolvidas na síntese que a partir de 

metabólitos primários estruturam esqueletos de carbonos modificados 

posteriormente por enzimas (por exemplo, metiltransferases, 450 monooxigenases, 

hidroxilases e epimerases) (Keller et al., 2019). Outros mecanismos sobre a 

regulação dos BGCs, estão dadas por fatores de transcrição específicos do 

agrupamento, regulando outros genes dentro do BGC de forma positiva (Avalos; 

Limón, 2021; Keller et al., 2019). Para exemplificar a constituição de um BGC, um 

esquema é apresentado na figura 5. 

Figura 5. Exemplo de organização de agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) para a 

produção de metabólitos secundários (MSs) em fungos. As setas de cores representam os 

diferentes tipos de domínios que fazem parte da biossíntese dos PNMMs em fungos (Adaptado de 

Zhgun, 2023). 
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A biossíntese de metabólitos secundários de fungos filamentosos é dada a partir 

de blocos de construção inicial. Dois grandes precursores de MSs são o Acil-CoA e 

os aminoácidos, originando diversos esqueletos carbonados que são constituições 

estruturalmente particulares, o que vai depender dos genes envolvidos e das 

enzimas que participam na sua biossíntese (Figura 6) (Keller et al., 2019).  

Figura 6. As origens dos MSs podem ser agrupadas em três categorias químicas: policetídeos e 

terpenos derivados de Acil-CoAs, e pequenos peptídeos derivados de aminoácidos. O difosfato ou 

pirofosfato de dimetilalil (DMAPP); dimetilalil triptofano (DMAT); difosfato de geranilgeranil (GPP); e 

difosfato de geranil (GGPP) são intermediários em algumas rotas (Adaptado de Keller et al., 2019). 

 

   O esquema anterior não contempla moléculas híbridas (policetídeo-terpeno, 

peptídeo não ribossômico-policetídeos e policetídeo-ácido graxo). Outras rotas 

biossintéticas, como as dos ácidos graxos, podem contribuir na biossíntese de MSs 
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(por exemplo, aflatoxina e esterigmatocistina são híbridos de ácidos graxos-

policetídeos) (Avalos; Limón, 2021; Keller et al., 2019). A biossíntese dos 

policetídeos tem como ponto de partida a atividade da policetídeo sintase (PKS), 

estas últimas categorizadoas em três classes de acordo com suas estruturas e 

mecanismos utilizados: os tipos I, II e III (Avalos; Limón, 2021; Macheleidt et al., 

2015). As PKSs tipo I são encontradas em fungos, e constituídas como enzimas 

multifuncionais complexas estruturalmente, e relacionadas às sintases de ácidos 

graxos. As PKSs tipo III são enzimas homodiméricas menos abundantes em fungos, 

apresentando funções mais restritas e a diferença das PKSs tipo I, interagem 

diretamente com o Acil-CoA.  Contudo, análises de anotação têm mostrado que as 

enzimas PKSs tipo II não estão presentes em fungos (Avalos; Limón, 2021). 

Os NRPs são sintetizados pelas NRPs sintetases (NRPSs) através de um 

mecanismo não relacionado à síntese proteica no ribossomo (Keller et al., 2019). 

Estas enzimas se organizam em módulos, apresentando vários domínios catalíticos 

com funcionamento coordenado (Keller et al., 2019). Os tipos de NRPs estão 

relacionados aos tipos de domínios e às enzimas que os modificaram durante ou 

posteriormente à sua liberação, dada por uma reação cíclica de um domínio 

tioesterase presente na extremidade do carbono do complexo multienzimático 

(Avalos; Limón, 2021; Keller et al., 2019; Süssmuth et al., 2017). Além de conformar 

compostos mais complexos, as NRPSs podem participar na síntese junto com PKSs 

de MSs muito mais diversos estrutural e funcionalmente (Keller et al., 2019). 

Finalmente, os terpenos podem ser produzidos por duas vias biossintéticas 

diferentes, porém, só a via do mevalonato se encontra em fungos a qual é dada pela 

síntese do difosfato de isopentenila (IPP) a partir do mevalonato a través enzima 

redutase hidroximetil-glutaril CoA (Avalos; Limón, 2021). A síntese começa com a 

fusão do IPP com difosfato de dimetilalila (DMAPP), dando como resultado o 

difosfato de geranila 10-C (GPP) (Figura 6), precursor dos monoterpenoides. A 

adição de novos IPP produz 15-C difosfato de farnesila (FPP), que dá origem aos 
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sesquiterpenoides, e 20-C difosfato geranilgeranila, dando origem aos 

diterpenoides. Os triterpenoides são produzidos a partir da união de duas moléculas 

de FPP, e dois GGPP unidos dão origem aos tetraterpenoides (Avalos; Limón, 2021; 

Keller et al., 2019; Macheleidt et al., 2015).  

Estas rotas biossintéticas promovidas pelos BGCs contam com diversos 

reguladores. A ativação transcricional e epigenética é dada por estímulos 

ambientais (luz, temperatura, pH), e depende do estágio de desenvolvimento do 

fungo (Avalos; Limón, 2021). Os BGCs podem ser influenciados por fatores 

nutricionais, modulados pela variação nas fontes de carbono e nitrogênio, 

disponibilidade de íons e presença de elementos halógenos (Zhgun, 2023).  

Além disso, estratégias baseadas na cultura do fungo são usadas para modular 

e ativar rotas biossintéticas silenciadas, entre elas se encontra a OSMAC (do inglês 

One Strain Many Compounds), proposta por Bode et al. (2002). Por outro lado, as 

técnicas de co-cultura principalmente são usadas com bactérias. Outra maneira de 

regulação é a transcricional e, neste caso, estudos mostram estruturas que se 

apresentam como um circuito genético hierárquico, que apresenta reguladores 

específicos de agrupamentos gênicos. Acredita-se que aproximadamente metade 

dos BGCs fúngicos, contêm um fator de transcrição específico e em alguns casos 

apresentam mais de um (Avalos; Limón, 2021; Pillay et al., 2022; Zhgun, 2023).     

Além disso, tem-se comprovado que a maioria dos BGCs em fungos são 

crípticos sob certas condições. Avanços no sequenciamento de genomas e 

ferramentas de bioinformática têm permitido se fazer previsões do alto número de 

compostos que podem ser potencialmente sintetizados por fungos (Keller et al., 

2019). O uso de estratégias de expressão heteróloga e outras ferramentas 

moleculares têm mostrado ser funcionais na obtenção de MSs estruturalmente 

únicos através da regulação epigenética (Brakhage; Schroeckh, 2011; Han et al., 

2020; Kaari et al., 2022; Lim et al., 2020) Todos estes mecanismos permitem a 

biossíntese de PNMMs advindos de fungos.  
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3.3.3.2 Principais Produtos Naturais de Micro-organismos marinhos (PNMMs) 

em fungos            

 A quimiodiversidade e bioatividade de PNMMs é considerada fundamental na 

obtenção e descoberta de compostos (Voser; Campbell; Carroll, 2022). Até 2015, 

diversas pesquisas feitas a partir do ambiente marinho reportaram a descoberta de 

aproximadamente 16.000 a 20.000 produtos naturais amrinhos (PNMs) (Blunt et al., 

2009; Gerwick; Fenner, 2013; Hasan et al., 2015; Kelecom, 2002; Waters et al., 

2010). Voser et al. (2022) mapearam os PNMs e compararam com os obtidos do 

ambiente terrestre (PNTs), avaliando a sua origem e identificando mais de 34 mil 

produtos de origem marinha, dos quais aproximadamente 30% correspondem como 

PNMMs (Figura 7 e 8).      

Figura 7. Relação de PNs isolados de macro e micro-organismos, indicando o número total de 

cada grupo e as sobreposições e individualidades na obtenção de número de compostos. As 

porcentagens mostram a distribuição de cada grupo em cada ambiente, em vermelho o número de 

produtos obtidos de micro-organismos marinhos. (Adaptado de Voser; Campbell; Carroll, 2022). 
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Figura 8. Mapeamento da distribuição de PNMMs. A escala de cor representa a proporção de 

PNMMs que são exclusivamente marinhos. Onde foram relacionados e isolados por linhagem em 

cada local de coleta, com os obtidos do total de PNMMs para o mesmo local (Fonte: Voser; 

Campbell; Carroll, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

Voser et al. (2022) destacaram que as análises realizadas mostram que 76% 

de todos os PNMMs analisados apresentam as mesmas estruturas básicas 

(scaffolds) que os apresentados pelos organismos terrestre, deixando só 24% 

destes PNMMs produzidos por organismos de ambiente marinho como inéditos para 

este ambiente. Contudo, foi mostrado que existem diferenças nos PNMMs, já que 

apresentam mais átomos de nitrogênio e halogênios, principalmente bromo, e um 

menor número de átomos de oxigênio. Além disso, os PNMMs tendem a ser 

estruturalmente mais complexos (Voser; Campbell; Carroll, 2022). Já os terrestres, 

apresentam scaffolds de cadeias de menor longitude, com tipos e ligações mais 

estáveis em seus sistemas de anéis. (Shang et al., 2018; Voser; Campbell; Carroll, 

2022).    

Os PNMMs de fungos são diversos, destacando os policetídeos como os mais 

predominantes, apresentando potenciais atividades biológicas (Stien, 2020; 

Tarman, 2020). Por exemplo, a partir do fungo marinho Aspergillus sp. CNC-139 foi 

obtido um composto base para a síntese da plinabulina (NPI-2358), único fármaco 
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de origem fúngica na fase III de estudos clínicos e sua atividade biológica está 

relacionada com o tratamento de câncer de pulmão (Yin et al., 2022; 

https://www.marinepharmacology.org/phase-3-drugs). Metabólitos secundários de 

fungos marinhos estão distribuídos em sete grandes grupos (Figura 9), alguns 

deles, como visto anteriormente, compartilham rotas biossintéticas (policetídeos; 

peptídeos não ribossomais; terpenos; alcaloides, dicetopiperazinas, pigmentos 

entre outros). 

Figura 9. Natureza biossintética dos PNMMs produzidos por fungos marinhos, destacando os 

policetídeos, terpenoides e dicetopiperazinas (Fonte: Kamat et al., 2023; Autor). 

 

O Brasil embora reconhecido como um país mega diverso, tem ainda muito 

potencial biotecnológico inexplorado. Porém, os estudos de quimiodiversidade 

marinha incluindo os fungos já têm perto de 30 anos. Os primeiros trabalhos 

contemplando a relevância dos PNMMs no país se remontam a Kelecom, (2002) e 

Berlinck et al. (2004), onde foram descritos por primeira vez, produtos naturais a 

partir do fungo marinho Scolecobasidium arenarium do qual foram isolados três 

dicetopiperazinas cyclo (Pro-Val), cyclo (Leu-Phe) e cyclo (Ile-Val), dando começo 

à exploração da quimiodiversidade em fungos marinhos no Brasil.    

https://www.marinepharmacology.org/phase-3-drugs
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Por outro lado, Vita-Marques et al. (2008) avaliaram a diversidade e os produtos 

naturais de fungos isolados de vários substratos marinhos no estado de São Paulo, 

os quais apresentaram atividades antimicrobiana contra bactérias e fungos 

patogênicos, assim como atividade citotóxica contra várias linhagens celulares de 

câncer, destacando também a produção e isolamento de ciclo depsipeptídeos a 

partir da espécie Beauveria felina.   

Avanços recentes nas técnicas de elucidação de compostos, e esforços 

multidisciplinares têm levado à descoberta de vários metabólitos bioativos 

produzidos por fungos e outros micro-organismos derivados do mar no Brasil. Nos 

trabalhos de Ióca et al. (2014; 2018), foram realizadas análises exaustivas sobre os 

produtos naturais entre eles os obtidos de ambiente marinho no Brasil, destacando 

a obtenção de apenas 15 - 20% de PNMMs de um total de 280 compostos. 

Destacando como principais produtos, os policetídeos e aminoácidos que foram 

sintetizados pelos fungos Penicillium raistrikii, Penicillium sp. Ma (M3) V, 

Trichoderma sp. Gc (M2)1, Penicillium citrinum obtido de esponja e alga marinha, e 

finalmente Penicillium oxalicum isolado de sedimentos marinhos quem por sua vez 

foi produtor de uma mistura de terpenos e alcaloides (Ióca et al., 2014; 2018).      

Outros trabalhos com fungos marinhos realizados no Brasil têm mostrado o 

potencial existente no país na produção de diversas moléculas com potenciais como 

antimicrobianos, com potencial entomopatogênico, anticâncer, inibidor de biofilme, 

potencial citotóxico, anti-Trichomonas vaginalis, antiplasmodial (da Costa Souza et 

al., 2016; de Amorim et al., 2023; Edres et al., 2022; Felício et al., 2015; Loges et 

al., 2020; Saravia et al., 2015; Scopel et al., 2017;  Wilke et al., 2021).  

I. Policetídeos (PKs) e Policetídeos não ribossomais (NRPs)     

As funções ecológicas dos PKs e NRPs produzidos por fungos marinhos estão 

relacionados com atividades de defesa do hospedeiro e funções ecológicas de 

interação com outros macro e micro-organismos (Blunt et al., 2009; Carroll et al., 
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2023; Zhou et al., 2011). Estes compostos contam com relatos de atividades anti-

plasmodial, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória, anticâncer, controladores de 

fatores de virulência e potencializador de outros antibacterianos, sendo promissores 

na área farmacológica (Deshmukh et al., 2017; Hasan et al., 2015; Loges et al., 

2020; Raghukumar, 2008; Rédou et al., 2016; Xu et al., 2019). 

a. Policetídeos    

Os policetídeos (PKs) são metabólitos muito diversos em termos de estrutura e 

funções, sintetizados pelo sistema modular de PKSs a partir de pequenos ácidos 

carboxílicos por meio de condensação contínua, onde uma única megaproteína 

constrói os policetídeos usando o mesmo domínio, com enzimas multidomínio e 

multiloculares (seção 2.3.3.1) (Bhadury, Mohammad; Wright, 2006; Brakhage; 

Schroeckh, 2011; Hansen et al., 2015).  

Cabe destacar que são produzidos através da via biossintética do Acetato-

Malonato (AA-MA), porém alguns peptídeos híbridos se derivam de diferentes rotas 

biossintéticas, incluindo ácido mevalônico e vias mistas de chiquimato (Zhang; Li; 

Wang, 2016). Como exemplo estão os compostos identificados a partir dos fungos 

do mar Báltico e do Oceano Ártico, Massariosphaeria typhicola KF970 e LF327, dos 

quais em estudos diferentes produziram policetídeos similares e apesar de serem 

de regiões geográficas diferentes, os dois policetídeos com funções de antibióticos, 

apresentaram estruturas incomuns, que foram identificados como lindgomicina (1) 

e ascosetina (2), no trabalho de Lang et al. (2007), foram identificados novos 

prugosenes, PKs do fungo filamentoso Penicillium rugulosum isolado de esponja 

(Figura 10).   
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Figura 10. Exemplos de estruturas químicas de PKs produzidas por fungos, as lindgomicina (1) e 

ascosetina (2) e as, Prugosenes A3 (3), B1 (4), B2 (5), C1 (6), e C2 (7) (Adaptado de Imhoff, 2016; 

Lang et al., 2007). 

 

 

Os policetídeos produzidos por fungos marinhos nas últimas décadas têm se 

incrementado favorecido pelo surgimento de novas técnicas e ferramentas úteis 

para a elucidação e compreensão da síntese destas moléculas (Smith et al., 2000; 

Wu et al., 2015). Destaca-se a revisão feita por Ji et al. (2016), onde foram relatados 

130 PKs identificados a partir de fungos marinhos (principalmente associados aos 

gêneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Curvularia), relacionados com algas, 

mostrando que a micoquímica de fungos é a origem dos mais diversos compostos 

nestes ambientes.    
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b. Peptídeos não ribossomais (NRPs)   

Os NRPs são sintetizados por enzimas sintetases (NRPSs), constituindo 

compostos com estruturas mais complexas e diversas (Maddah et al., 2020). Os 

NRPs são sintetizados de forma semelhante aos PKs, com linhas de montagem de 

módulos proteicos responsáveis pela construção dos compostos a partir de blocos 

de aminoácidos. Estes módulos apresentam vários domínios capazes de aceitar 

diversos monômeros (superiores a 520) na linha de montagem (incluindo 

aminoácidos não proteinogênicos raros), o que os diferencia dos PKs (Maddah et 

al., 2020; Moghaddam et al., 2021).  

Por outro lado, existem compostos que são sintetizados utilizando rotas mais 

complexas, onde enzimas atuam de forma conjunta gerando estruturas com mais 

de 780 monômeros (Keller et al., 2019). Nestas linhas de montagem se originam os 

peptídeos híbridos PKS-NRPS, os quais podem incorporar blocos de acil e 

aminoacil dando forma a estruturas híbridas de policetídeo-peptídeo muito mais 

complexas, ampliando sua versatilidade de ação (Moghaddam et al., 2021).      

Maddah et al. (2020), contemplaram os NRPs produzidos por fungos marinhos 

agrupando estes com base em características estruturais (peptídeos lineares e 

cíclicos). Os primeiros NRPs lineares são uma classe única de peptídeos em fungos 

marinhos, constituindo peptídeos com entre 5 - 21 resíduos de aminoácidos, 

incluindo aminoácidos não proteinogênicos (Maddah et al., 2020). Nestes trabalhos 

foi feita a descrição do ácido α-aminoisobutírico (Aib), que somado a alguns 

aminoácidos incomuns como etilnorvalina (EtN), hidroxiprolina (Hyp), isovalina (Iva), 

foram descritos como moléculas que participam na síntese destes NRPs (Maddah 

et al., 2020; Youssef et al., 2016).  

Alguns NRPs lineares e cíclicos mostrados na figura 11, sendo obtidos de 

fungos alguicolas, dois dodecapeptídeos a Dictionamida A – B (8 - 9) a partir da 

linhagem K036 isolado em Okinawa- Japon, os análogos de terpeptina (10 - 11) 
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designados JBIR-81 e JBIR-82 respetivamente, e um dipeptídeo clorado a 

tricodermamida B (12), produzido por Trichoderma virens CNK266, e os peptídeos 

cíclicos, que possuem estruturas com maior estabilidade contra a degradação 

enzimática e com maior estabilidade de ligação ao alvo, participando no processo 

de permeabilidade das membranas, melhorando assim sua eficácia de acordo com 

a ligação de ciclização, denominados como peptídeos homodésicos e 

heterodésicos cíclicos mostrados na tabela 2. (Ji et al., 2016; Maddah et al., 2020).  

Figura 11. Exemplos de estruturas químicas de NRPs lineares e cíclicos produzidos por fungos 

marinhos (Adaptado de Ji et al., 2016; Maddah et al., 2020). 
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Tabela 2. Compostos NRPs cíclicos identificados de fungos marinhos (Adaptado de Ji et al., 2016; 

Maddah et al., 2020). 
 
 Metabólito Fungo Hospedeiro 

1 Psichrophilina E Aspergillus spp. BM-05 and BM-05ML Sargassum sp.  
2 JM47 Fusarium sp. MOBCOF-1  Codium fragile  
3 Lajollamida A Asteromyces cruciatus 763 Unidentified  
4-5 Scitalidamida A-B Scytalidium sp. CNC-310 Halimeda sp.  
6 N-Metilsansalvamida Fusarium sp. CNL-619 Avrainvillea sp.  
7 Zygosporamide Zygosporium masonii CNK458  Unidentified  
8 Gliotide Gliocladium sp.  Durvillaea antarctica 
9 [β-Me-Pro] destruxin E chlorohidrin Beauveria felina AcSS8 e AcSS13  Caulerpa sp.  

 

II. Terpenoides     

Os terpenoides de fungos marinhos se agrupam com base em suas estruturas 

químicas e vias biogenéticas em: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

sesterterpenos, triterpenos e meroterpenos. São um dos PNMMs de fungos mais 

estudados, por suas propriedades biológicas e farmacêuticas (Ebel, 2010; Elissawy 

et al., 2015). No ambiente natural, os terpenos fúngicos participam no transporte de 

elétrons, formação de parede celular e membranas, também na defesa química 

contra predadores e nas interações simbióticas (González-Hernández et al., 2023). 

As atividades biológicas são variadas, como antimicrobianas e antivirais, citotóxicas 

contra linhas celulares de câncer, toxicidade letal, atividade anti-inflamatória, 

atividade enzimática inibitória (Ebel, 2010; González-Hernández et al., 2023; Jiang 

et al., 2020).  

a. Monoterpenos  

Os monoterpenos obtidos de fungos derivados do mar são raramente 

reportados na literatura. Até 2014 só se tinha reportado na literatura um 

monoterpeno clorado (1S,2S,3S,4R)-3-cloro-4-(2-hidroxipropan-2-il)-1-

metilciclohexano-1,2-diol obtido de Tryblidiopycnis sp., isolado de tecido lenhoso de 

origem marinha em Hong Kong, para 2022 outros onze foram reportados (Chen et 

al., 2022; Elissawy et al., 2015; Jiang et al., 2020; Shabana et al., 2021). Dos fungos 
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filamentosos marinhos Aspergillus versicolor SD-330 - pestalotiolactones C e D (20 

e 21);  Penicillum sp. (YPGA11) - penicipenes A e B (22 e 23); Eutypella scoparia 

FS46 - eutypelol B (24),  2-(2-hidroxi-4-metilciclohex-3-enil) ácido propanóico (25); 

Nectria sp. HLS206 nectriapironas C e D (26 e 27); Trichoderma asperellum (cf44-

2) – os ácidos  (7S) e (7R)-1-hidroxi-3-p-menton-9-óicos ( 28 e 29 ) e finalmente a 

partir do fungo Thielavia hyalocarpa – monoterpeno glicosídeo, 1-O-(α-d-

manopiranosil) geraniol (30) (Adaptado de Jiang et al., 2020)  (Figura 12). 

Figura 12. Exemplos de estruturas químicas dos Terpenos produzidos por fungos filamentosos 

marinhos. Monoterpenos (20 – 30), Sesquiterpenos (31 – 41) e Meroterpenos (42 – 49).  
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b. Sesquiterpenos   

Os sesquiterpenos constituem a fonte de terpenoides mais variada.  Jiang et al. 

(2020) relataram 188 compostos associados a este tipo de terpenoides, advindos 

de fungos marinhos dos gêneros Chondrostereum sp., Cochliobolus sp., Coriolopsis 

sp., Diaporthe sp., Graphostroma sp., Leptosphaerulina sp., Paraconiothyrium sp. 

Onde os gêneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. e Eutypella sp. 

são os maiores produtores destes compostos, todos eles isolados de diferentes 

substratos como algas marinhas, manguezais, sedimentos marinhos, animais 

marinhos incluindo esponjas, corais, entre outros. Na Figura 12, se mostram os 

sesquiterpenos  produzidos por fungos filamentosos marinhos: Aspergillus 

fumigatus - E-β-trans-5,8,11-trihidroxibergamota-9-eno (31) e β-trans-2 β,5,15-

trihidroxi-bergamota-10-eno (32); Aspergillus terreus - asptérico A (33) e asptérico 

B (34); Aspergillus sp. - dihidrobipolaroxina B–D (35 – 37); Aspergillus versicolor 

SYSU-SKS025 – os ácidos (+)-1-hidroxiboiviniânico  e (-)-1-hidroxiboiviniânico (38 

–39); Aspergillus sydowii SW9 - metil (R,E)-6-(2,3-dihidroxi-4-metilpenil)-2-metilhept 

-5-enoato (40 – 41)  (Jiang et al., 2020).   

c. Meroterpenos  

Por outro lado, na figura 12, também se apresentam os meroterpenos são 

PNMMs produzidos por fungos, e se classificam em dois grupos principais de 

acordo com suas origens biossintéticas (Jiang et al., 2020). Um deles são os 

policetídeos-terpenoides, os quais constituem 80% de meroterpenoides fúngicos, 

onde estão incluídos ácido orselínico, ácido 5-metilorselínico (5-MOA), ácido 3,5-

dimetilorselínico (DMOA), e ácido 6-metilsalicílico (6-MSA) constituídos por uma 

parte policetídica.  Por outro lado, estão os meroterpenoides não policetídeos 

(incluindo diterpenoides indol e terpenoides derivados de chiquimato, como 

tricicloalternarenos). Entre os obtidos estão os meroterpenos isolados dos fungos 

marinhos Eupenicillium sp., - eupeniacetal A, e eupeniacetal B, e o novos 

meroterpenoides , 1- metoxi-hidropreaustinóide A1 (42–43); Lophiostoma sp. - 
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Craterilina D (44); Mucor sp. - penitrems A, C (45 e 46); Myrothecium sp. -  

mirotecisinas A (47) e do fungo Neosartorya pseudofischeri - 5-olefina fenilpiropeno 

A (48) e de Neosartorya sp. - sartorenol (49). Todos os fungos foram isolados de 

substratos marinhos como algas, esponjas, coral mole, material biológico de estrela 

do mar, sedimento marinho, entre outros (Chen et al., 2022; Jiang et al., 2020).  

Outros terpenoides, como os sesterterpenos, são um pequeno grupo 

produzidos por fungos marinhos e cujo isolamento vem aumentando. Os triterpenos 

são considerados um grupo de terpenoides raro em fungos marinhos, no entanto, 

seu isolamento e relatos têm crescido nos últimos anos (Chen et al., 2022). 

Finalmente, os diterpenos são uma classe significativa de terpenos com uma 

diversidade de estruturas importantes, e um dos grupos mais representativo em 

fungos neste ambiente (Chen et al., 2022; Elissawy et al., 2015; Jiang et al., 2020).  

 

III. Dicetopiperazinas (DKPs)                

No trabalho de Song et al. (2021), se mostra uma análise extensa sobre as 

dicetopiperazinas (DKPs) como produtos metabólicos produzidos por organismos 

marinhos, entre eles, fungos filamentosos. O autor destaca que nos últimos anos as 

DKPs de origem marinha têm se tornado um foco importante na obtenção de 

moléculas com diversas atividades. As DKPs são os menores dipeptídeos cíclicos, 

gerados a partir das condensações duplas entre dois α-aminoácidos. Estes 

compostos são abundantes na natureza, e o processo de catálise das ligações 

peptídicas nas DKPs é dada principalmente por duas enzimas: as sintetases de 

peptídeos não ribossomais (NRPSs, >100 kDa) e as sintases de ciclodipeptídeos 

(CDPSs, 30 kDa) (Borgman; Lopez; Lane, 2019).   

DKPs são moléculas que atuam em diferentes atividades biológicas, como 

antimicrobiana, citotóxica, antimalárica e antiviral, anticancerígena, anti-

inflamatória, antihiperglicêmica, antioxidante e inibidora da glicosidase, inibidora da 
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tirosina quinase p56 e outras proteínas (Hong et al., 2023; Huo et al., 2022; P de 

Carvalho; Abraham, 2012; Song et al., 2021). Em ambientes naturais, as DKPs 

constituem uma defesa dos fungos contra outros micro-organismos e auxiliam nos 

processos de estresse oxidativo por suas propriedades antioxidantes, assim como 

outras atividades potenciais (Bugni; Ireland, 2004; P de Carvalho; Abraham, 2012; 

Song et al., 2021). 

Segundo Song et al. (2021), os recifes de corais têm sido o substrato de onde 

tem isolado fungos produtores de DKPs, os quais tem reportadas diversas 

atividades biológicas, entre os fungos estão Pseudallescheria ellipsoidea F42−3, 

que produziu pseudellones A e B, Pseudallescheria boydii F19-1, do qual foram 

isoladas as pseuboydonas C e D, o ascomiceto Dichotomomyces cejpii F31-1, com 

as dicocerazinas A e B, assim como três novos alcaloides de DKPs obtidos do fungo 

Aspergillus sp. EGF 15-0-3, chamadas 11-metilneoequinulina E, variecolorin M e 

(+)-variecolorin G, e o novo repórte para ambiente natural da DKP descrita como 

(+)-neoechinulin. Estes fungos têm se mostrado bons produtores de DKPs (Song et 

al., 2021).  

Outros produtos de fungos marinhos isolados de esponjas se mostram na figura 

13: Dichotomomyces cejpii - 6-acetylmonodethiogliotoxin (50); Penicillium 

adametzioides - Peniciadameticina A e B (51 e 52); Aspergillus versicolor 16F-11 - 

Asperflocina (53); Aspergillus ochraceus -Waspergillamide B (54); e de fungos 

associados a corais  Penicillium purpurogenum G59 - Penicimutanin C (55); e  de 

Aspergillus sp. -   Waikikiamides A e C (56–57) obtido de uma amostra da praia de 

Waikiki em Oahu, Honolulu (Song et al., 2021).   
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Figura 13. Exemplos de estruturas químicas de dicetopiperazinas (DKPs) isoladas de fungos 

marinhos associados a diferentes substratos (Adaptado de Song et al., 2021). 

 

IV. Alcaloides                 

Os alcaloides têm se destacado como componentes importantes de produtos 

naturais obtidos de fungos em diferentes ambientes, e na última década têm 

mantido uma tendência crescente em número e em variedade estrutural (El-Bondkly 

et al., 2021; Willems et al., 2020; Yin et al., 2022). Estes compostos naturais 
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compreendem substâncias que contam com átomos de nitrogênio presentes em 

suas estruturas constituídas por heterociclos complexos e únicos, e considerados 

uns dos MSs mais importantes (El-Bondkly et al., 2021; Tian; Li, 2022; Yin et al., 

2022). Os alcaloides podem ser categorizados em 5 grupos, de acordo com suas 

características e subestruturas, sendo os derivados de piperazina os mais comuns, 

seguidos dos derivados quinazolona e finalmente os derivados de indol. No entanto, 

as quinolinas também tem representantes importantes (Hasan et al., 2020; Tian; Li, 

2022; Willems et al., 2020; Yin et al., 2022).  

Alcaloides e seus derivados têm se mostrado moléculas promissoras com 

diversas atividades biológicas, em que se destacam ativação transcricional do 

receptor X do fígado (Liang et al., 2019), e como fonte promissora de 

antimicrobianos (Dong et al., 2023; Willems et al., 2020); anticâncer (Deshmukh; 

Prakash; Ranjan, 2018; Tohme et al., 2011), citotóxico (Lin et al., 2023). No 

ecossistema a produção e funções dos alcaloides produzidos pelos fungos, estão 

relacionadas com as condições do ambiente marinho onde estes habitam, 

mostrando atividades de proteção contra predadores, antimicrobianas contra 

competidores, sinalizadores como atraentes para outros organismos, interações 

com o hospedeiro e comunicação entre outros micro-organismos (Aniszewski, 2015; 

Tian; Li, 2022; Yin et al., 2022). 

a. Alcaloides derivados de dicetopiperazinas (DKPs) 

Entre 2016 e 2022, 56 derivados de DKPs foram relatados para fungos 

marinhos (Tian; Li, 2022; Zhang et al., 2018). Yin et al. (2022), refere-se a estes 

compostos como derivados de DKPs que contém um grupo paracarbonila em sua 

estrutura, outros alcaloides derivados de DKPs foram reportados por Zhang et al. 

(2018). sendo produzidos pelo fungo Penicillium sp. F1, isolado do leito marinho, 

brevicompaninas D–H (1–5) sendo cinco novos alcaloides. 
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Fungos produtores de DKPs, tem sido isolados de diferentes ambientes e em 

2015 foram reportadas quatro tipos destes alcaloides: as penicibrocazina B–E, a 

partir do fungo Penicillium brocae MA-231 obtido de manguezal, um ano depois 

(2016), da mesma linhagem foram identificadas outros três alcaloides derivados de 

DPKs, a brocazina G e as espirobrocazina A e C, já a penicilina B foi reportada em 

2018, produzida pela linhagem Penicillium sp., isolada de um tunicado no Mar 

Vermelho, todas elas mostrando diversas atividades biológicas (Willems et al., 

2020). Tian; Li, (2022), descrevem diversas dioxopiperazinas produzidas por 

espécies de fungo marinho Chaetomium sp., onde destacam-se suas atividades 

características na área da terapia antitumoral e antimicrobiana. 

b. Alcaloides derivados de indol   

Na revisão de Yin et al. (2022), destaca-se que dos 157 alcaloides derivados de 

fungos marinhos reportados entre 2016-2022, 35 corresponderam a derivados de 

indol. Os derivados de indol são alcaloides biossintetizados a partir do aminoácido 

triptofano, que possuem estruturas que contêm um anel de indol de cinco membros 

contendo benzeno e nitrogênio, entre estes incluem derivados como as 

indolizidinas: alcaloides com substituição de alquil na posição 5 (Tian; Li, 2022; 

Willems et al., 2020; Zhang et al., 2018).  

Outros alcaloides derivados de indol são mostrados na figura 14 se mostram 

os diferentes tipos de índoles, as produzidas, pelos fungos Penicillium chrysogenum 

na China, penochalasin K (59)  o 19-hidroxipenitrem A (60) de Aspergillus nidulans 

EN-330 isolado de alga vermelha, de Penicillium sp. AS-79 o composto 6-

hidroxilpaspalinine (61), do fungo isolado de sedimento marinho  Penicillium 

janthinellum os compostos penijantine C–D (62–63), e finalmente os compostos 

(3R,9S,12R,13S,17S,18S)-2-carbonil-3-hidroxilemeniveol (64), fumigatoside E (65), 

e fumigatoside F (66) dos fungos Aspergillus versicolor ZZ761, A. fumigatus 

SCSIO41012 e Fusarium oxysporum respectivamente (Tian; Li, 2022; Willems et al., 

2020). 
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Figura 14. Estruturas químicas de alcaloides, verdadeiros índoles (59), índoles diterpenoides (60–

64), alcaloides derivados de quinazolina (65–66), os compostos (67–69) são alcaloides derivados 

de quinazolona, e finalmente os alcaloides derivados de quinolinas (70– 72) (Adaptado de Tian; Li, 

2022; Willems et al., 2020). 
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c. Alcaloides derivados de quinazolonas  

Os alcaloides de quinazolona mais comum é o 4-(3H)–quinazolona. Os 

derivados de quinazolona se constituem como um tipo de derivados da quinazolina, 

estes são alcaloides de quinolina contendo heterocíclicos do aminoácido pirimidina, 

com potentes atividades antimicrobianas (Yin et al., 2022). Deste tipo de alcaloides 

na figura 14 se mostram os produzidos pelos fungos Fusarium oxysporum - A 

oxisporizolina (67), a Thielaviazoline (68), sintetizada por Thielavia sp. isolado de 

manguezal na Coréia e o composto 2-(4-hidroxibenzil) -4-(3-acetil) quinazolin-ona 

(69) produzido pelo fungo Aspergillus sydowii SW9 (Tian; Li, 2022; Willems et al., 

2020). 

d. Alcaloides derivados de quinolinas   

Os alcaloides derivados de quinolinas se diferenciam da quinazolona por um 

único grupo carbonila, e possuem propriedades antitumorais, antimaláricas, 

antituberculose, antibacterianas e anti-inflamatórias (Willems et al., 2020). Um novo 

composto dihidroquinolinona foi sintetizado e identificado a partir de Aspergillus 

versicolor MA-229, chamado 22-epi-aflaquinolona B (Tian; Li, 2022; Willems et al., 

2020). Outros alcaloides derivados de quinolinas são também apresentados na 

figura 14, sendo produzidas pelos fungos, Aspergillus versicolor XZ-4, a quinolina, 

9-hidroxi-3-metoxiviridicatina (70), e seus dois precursores 7-metoxiciclopeptina 

(71) e 7-metoxiciclopenina (72), este fungo foi isolado caranguejo em Taiwan 

(Adaptado de Tian; Li, 2023; Willems et al., 2020). 

V. Pigmentos       

Fungos marinhos isolados de diferentes ambientes (sedimentos marinhos, 

invertebrados marinhos, halófilos, manguezais, entre outros) têm ganhado destaque 

por produzirem cores mais intensas e brilhantes, com maior estabilidade, e com 

baixo ou nenhuma presença de micotoxina isto comparado com as suas 

contrapartes terrestres (Afroz Toma et al., 2023). No ambiente marinho as funções 
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dos pigmentos de fungos, estão relacionadas à proteção contra estresse oxidativo, 

como inibidores de crescimento bacteriano, conferindo-lhes vantagens para o 

estabelecimento nos nichos (Afroz Toma et al., 2023; Kalra et al., 2020). 

Os pigmentos de fungos estão relacionados a processos de reprodução e 

mudam dependendo do estado de desenvolvimento do fungo, já em ambiente 

laboratorial os pigmentos podem ser variados dependendo dos meios e as 

condições de cultivos usados para as avaliações (Afroz Toma et al. 2023; Kalra et 

al., 2020; Mukherjee et al., 2017). Entre as classes químicas de pigmentos 

produzidos por estes organismos estão as melaninas, azafilonas, flavinas, 

fenazinas, quininas, ancaflavina, monascina, antraquinona e naftoquinona (Afroz 

Toma et al., 2023; Kalra et al., 2020) (Figura 15).  

Figura 15. Esquema exemplificando os tipos de pigmentos e as estruturas químicas produzidas 

por fungos marinhos (Adaptado de Afroz Toma et al., 2023; Kalra et al., 2020). 

 



58 

 

 

Como exemplos de pigmentos produzidos por fungos marinhos, destacam-se 

os obtidos associados a sedimentos marinhos, onde a gama de cores é variada, 

tendo pigmentos amarelos como as citromicetina, citromicina e dois análogos 

destes identificados de Penicillium bilaii, o flavoglaucina de Microsporum sp., (+) 

Variecolorquinones A de Aspergillus glaucus (Afroz Toma et al., 2023).  

Os pigmentos vermelhos também são destacados e de relevância na indústria 

alimentícia e farmacêutica, entre eles, o Aspergiolide B e diversas azafilonas, os 

quais têm sido isolados de fungos Aspergillus glaucus, Talaromyces spp., 

Trichoderma atroviride, Penicillium sp. NIOM-02, Talaromyces albobiverticillius 

30548, isolados em diferentes localidades ao redor do mundo. Estes pigmentos 

conferem aos fungos no ambiente algum tipo de proteção, ou, vantagem em seu 

estabelecimento, já que as condições destes locais são altamente variantes, outras 

atividades associadas são anticarcinogênicas, antioxidantes, antiproliferativas 

(Afroz Toma et al. 2023; Kalra et al., 2020; Mukherjee et al., 2017). 

 

3.3.4 Os MSs de fungos marinhos e seus mecanismos de ação: Células 

fúngicas e bacterianas  

A descrição dos fungos marinhos se relaciona como potenciais funções 

ecológicas que estes cumprem nos ecossistemas, as maquinarias biossintéticas, os 

produtos naturais obtidos destas, e às atividades biológicas relacionadas, seja no 

ambiente natural ou laboratorial (Gonçalves; Esteves; Alves, 2022).  

Nas últimas décadas, o papel dos antimicrobianos existentes na atualidade tem 

sido questionado, devido à capacidade dos patógenos de ter adquirido tolerância 

ou resistência ao longo do tempo. Diversos fatores como o uso indiscriminado de 

antimicrobianos (antibióticos e antifúngicos), o despejo em efluentes aquáticos de 

resíduos hospitalares e industriais, tem potencializado as respostas adaptativas 

destes patógenos (Behera; Das, 2023; Fisher et al., 2022). Fato que tem tornado 
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necessária uma corrida na aquisição de novos compostos com estruturas e 

atividades que supram estas necessidades.   

A atualmente a obtenção de moléculas com potenciais biológicos parece estar 

atingindo o platô (Bovio et al., 2019; Voser; Campbell; Carroll, 2022). Portanto, a 

descoberta de novas moléculas úteis, tornou-se uma prioridade. Os produtos 

naturais de origem terrestre são amplamente relatados na literatura, e para os quais 

tem sido desvendado seus mecanismos de ação contra patógenos ambientais ou 

hospitalares, enquanto os de origem marinha mostram cada vez mais perfis 

importantes para suprir estas necessidades (Bhattarai et al., 2020; Mayer et al., 

2019; Wang et al., 2022).      

No entanto, os PNMs provenientes de fungos ainda são pouco explorados e 

tornaram-se atrativos por seu potencial na produção de moléculas e para a 

descoberta de novos compostos, principalmente atuantes contra patógenos 

emergentes de alto risco de contágio, assim como para o controle de patógenos nas 

áreas alimentares, ecológicas e industriais (Behera; Das, 2023; Noorjahan et al., 

2022; Nwakanma et al., 2016; Vala; Dave, 2017).    

 

3.3.4.1 Mecanismos de ação em células de leveduras  

Leveduras consideradas patógenos emergentes, e recentemente catalogadas 

pela OMS como patógenos de alto risco, vêm ganhando destaque nas últimas 

décadas (Basso et al., 2021), devido ao seu drástico aumento na incidência de 

infeções e coinfecções como as geradas pelo SARS-CoV-2, e anteriormente à 

AIDS, patologias hematológicas, receptores de transplantes, principalmente em 

indivíduos imunossuprimidos (Basso et al., 2021; Carrilo-Munõz et al., 2006; Oh et 

al., 2020; Salazar et al., 2022).       

Aproximadamente um bilhão de relatos de infecções fúngicas ocorrem 

anualmente em todo o mundo, cerca de 150 milhões destes casos correspondem a 
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casos graves de infecção, levando a 1,7 milhões de mortes por ano, constituindo-

se numa ameaça global (Bhattacharya; Sae-Tia; Fries, 2020; Fisher et al., 2022). 

Agentes antimicrobianos são necessários em especial antifúngicos, já que na 

atualidade o número destes é limitado e em muitos casos de custos elevados 

(Fisher et al., 2022; Mani-López et al., 2020). Entre os antifúngicos atuais estão a 

anfotericina B complexo lipídico e lipossomal, o fluconazol e itraconazol e mais 

recentemente voriconazol, posaconazol, ravuconazol, caspofungina e micafungina 

estes últimos mais acessíveis no controle de infecções fúngicas (Figuras 16 e 17). 

Este evento se repete também com antibióticos, para os quais bactérias têm se 

tornado multirresistentes aos antimicrobianos (Albaugh et al., 1998; Carrilo-Muñoz 

et al., 2006; Mani-López et al., 2020; Ovechkina et al., 1999).     

Figura 16. Agentes antifúngicos e seus respectivos alvos nas células fúngicas. Em parêntese as 

enzimas implicadas como alvos das classes de moléculas específicas (Fonte: Autor; Abd Rashed 

et al., 2021). 
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O principal alvo molecular dos antifúngicos azólicos é a proteína 

Erg11p/Cyp51p do citocromo P-450, por outro lado as equinocandinas atuam contra 

a síntese de beta-1-3-D-glucano e as fenilmorfolinas, da qual se destaca a 

amorolfina (não presente na imagem, usado na terapia humana) afetam dois alvos 

na via do ergosterol: Erg24p (delta 14-redutase) e Erg2p (delta 8-delta 7 isomerase) 

(Abd Rashed et al., 2021; Carrillo-Muñoz et al., 2006). Outra classe de moléculas 

são as sordarinas, que participam na inibição da síntese proteica, sendo um 

bloqueador do fator 2 de alongamento na tradução fúngica (Abd Rashed et al., 

2021). Inibidores proteicos como zofimarin, BE31045, SCH57504, xilarina, 

hipoxisordarina e GR135402 também cumprem funções semelhantes, outros 

compostos são avaliados na literatura (Abd Rashed et al., 2021; Hasan et al., 2015; 

Zhang et al., 2020). As atividades dos antifúngicos são exemplificados na figura 17.  

Figura 17. Principais agentes antifúngicos e seus alvos nas células de leveduras (Fonte: Autor). 

 

Atividades antifúngicas e mecanismos de ação de compostos produzidos por 

fungos filamentosos de ambiente terrestre e marinho têm sido abordadas desde a 
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década de 90 e mais intensamente no começo do século 20 (Carrillo-Muñoz et al., 

2006; Fostel; Lartyl, 2000). Mais recentemente novos estudos com moléculas 

obtidas deste ambiente, têm sido reportados mostrando a importância de moléculas 

advindas do mar como relevantes no antagonismo de patógenos emergentes 

(Chandrika; Sharma, 2020; Jacobs et al., 2021). Fungos filamentosos têm se 

mostrado como uma importante fonte de obtenção dos compostos com atividades 

antifúngicas, para os quais alguns estudos têm avaliado seus mecanismos de ação 

(Cardoso et al., 2020).     

Fostel e Lasrtyl (2000) destacaram a obtenção de novos compostos com 

promissoras atividades antimicrobianas, com o objetivo de incrementar o número 

de medicamentos antifúngicos, assim como identificar os mecanismos de ação 

contra células fúngicas e a identificação de novos alvos seletivos em fungos 

patogênicos. Para isso foram destacados os compostos como artriquitina, um 

depsipeptídeo cíclico inibidor da síntese de quitina, afetando a parede celular 

fúngica, composto obtido a partir dos fungos marinhos Arthrinium phaeospermum e 

Hypoxylon oceanicum.   

O fungo Xylaria sp. (#2508) isolado de manguezal nas costas da China, 

produziu a xilipiridina A, composto com atividade de afinidade de ligação 

(intercalação) ao DNA (Xu et al., 2009). Por outro lado, Chandrika e Sharma, (2020), 

destacam que entre 2014 – 2019, novos agentes antifúngicos do ambiente marinho 

foram avaliados, sendo que 15% destes foram de origem fúngica. Alguns dos 

mecanismos de ação avaliados tiveram como origem moléculas sintetizadas com 

alvos específicos na síntese de membrana, parede celular e desnaturação de 

proteínas e DNA. Não obstante, os autores ressaltam a necessidade de aprofundar 

os estudos sobre a elucidação dos mecanismos de ação envolvidos nestas 

atividades antifúngicas (Chandrika e Sharma, 2020).   

Finalmente, um trabalho recente mostra o atual quadro de compostos 

antifúngicos em ensaios clínicos, os relatos de doenças fúngicas invasivas 
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causadas por leveduras e fungos filamentosos, que em diversos casos têm 

adquiridos resistência aos antifúngicos atuais, se convertendo em uma ameaça 

crescente principalmente atingindo hospedeiros imunossuprimidos, casos de 

coinfecção com outras doenças em particular respiratórias, como também 

acometendo  pacientes transplantados (Cardoso et al., 2020; Jacobs et al., 2021). 

Os autores destacam alguns compostos promissores que se encontram em fases 

clínicas, como: fosmanogepix, ibrexafungerp, rezafungina, anfotericina B 

encocleada, oteseconazol (VT-1161), VT-1598, PC945 e olorofim (Chandrika; 

Sharma, 2020).    

 Entre os mecanismos de ação referenciados, mencionam-se os atuantes nas 

manoproteínas ancoradas em glicosilfosfatidil inositol (GPI), um dos constituintes 

principais nas paredes fúngicas, afetando a síntese da parede celular fúngica 

através da inibição da (1→3)-β-D-glucano sintase (Garcia-Rubio et al., 2020). 

Outros modos de ação estão relacionados à ligação do ergosterol o que gera 

permeabilidade na membrana celular, formando poros que permitem o vazamento 

do conteúdo intracelular contribuindo com ação fungicida (Carolus et al., 2020).  

Compostos como o oteseconazol (VT-1161, VT-1598), participam na inibição 

seletiva da enzima fúngica CYP51 alcançada pela substituição do 1 -(1,2,4-triazol) 

grupo de ligação a metal com um tetrazol. O PC945 e seus mecanismos de ação 

estão ainda sendo estudados e, finalmente, orotomidas, atuam na inibição da 

enzima fúngica que participa da biossíntese de pirimidina, diidroorotato 

desidrogenase, prejudicando diretamente a sínteses de ácidos nucleicos, e 

fisiologicamente leva à interrupção da extensão das hifas (Jacobs et al., 2021).      

3.3.4.2 Mecanismos de ação em células de bactérias 

 O uso excessivo de antibióticos na terapia humana e de animais têm 

potencializado o surgimento de bactérias patogênicas resistentes a medicamentos 

antibacterianos atuais, em muitos casos limitando sua eficácia ou deixando eles 
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totalmente inúteis (Anderson et al., 2012). A falta de diversidade de seus modos de 

ação o surgimento de mecanismos auxiliares de resistência que incluem por 

exemplo, novas proteínas restritivas da penicilina, troca de medicamentos 

dependente de catalisador, transformação dos alvos dos medicamentos e aumento 

da expressão da bomba de efluxo, formam fatores que levaram à resistência a 

múltiplos medicamentos (Jakubczyk; Dussart, 2020; Ramírez-Rendon et al., 2022). 

 As bactérias competem numa corrida fisiológica e bioquímica, para se 

estabelecerem como os micro-organismos mais resistentes aos antimicrobianos 

atuais. Murray et al. (2022) estimaram que o impacto global da resistência 

antimicrobiana (RAM) em 2019 por bactérias, causaram um pouco mais de 1,2 

milhões de mortes em todo o mundo, e o alarmante número de 471 milhões de 

notificações, as projeções indicam que para o ano de 2050 este número atingirá 10 

milhões por ano. Evidenciando a necessidade de explorar ambientes que possam 

contribuir como MSs para o controle de patógenos, assim como elucidar seus 

modos de ação e alvos a nível celular.         

Na citologia das bactérias, algumas estruturas relacionadas à parede celular 

(encarregada de dar forma, rigidez, divisão celular e processos osmóticos), 

permitem diferenciar três grupos de bactérias: Gram-negativas, Gram-positivas e 

micobactérias (Allison; Lambert, 2015; Anderson et al., 2012).  

Bactérias Gram-negativas possuem uma estrutura diferenciada, a sua 

membrana plasmática e parede são mais finas, no entanto, sua constituição é mais 

complexa (peptidoglicano e proteínas associadas), relacionada a uma membrana 

externa contendo glucosamina em vez de glicerol (lipídio A6), e lipopolissacarídeos 

(LPS), que determinam sua toxigenicidade e antigenicidade (Raetz, 2007). A 

membrana mais externa representa uma barreira limitante em processos de 

absorção de moléculas (substância não hidrofóbica), também contam com 

proteínas chamadas porinas que permitem que moléculas hidrofílicas se difundam 

através da membrana, um polissacarídeo central (geralmente contendo alguns 
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açúcares bastante incomuns) e uma cadeia lateral polissacarídica do antígeno O 

(Allison; Lambert, 2015; Anderson et al., 2012) (Figura 18).   

Figura 18. Representação esquemática da parede celular membrana plasmática, e membrana 

externa de bactérias Gram-negativas. (Fonte: Autor; Adaptado de Anderson et al., 2012). 

 

Bactérias Gram-positivas e micobactérias apresentam estrutura celular 

similares. As Gram-positivas são cercadas por uma membrana plasmática e parede 

celular que contêm peptidoglicano (NAG – NAM), ligados a ácidos lipoteicóicos (que 

consistem em um acilglicerol ligado através de um carboidrato (açúcar) a um poli 

(glicerofosfato), assim como ácido teicoico. Finalmente, as micobactérias estão 

constituídas por uma parede celular com peptidoglicano e arabinogalactano, 

associados a ácidos micólicos (b-hidroxiácidos substituídos por alquila de cadeia 

longa contendo ou não grupos ciclopropil ou alquenil), assim como grupos com 

funções oxigenadas. As micobactérias são resistentes a agentes antibacterianos 

que têm como alvo a síntese da parede celular (como os β-lactâmicos) (Anderson 

et al., 2012) (Figura 19).    
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Figura 19. Representação esquemática da parede celular membrana plasmática, e membrana 

externa de bactérias Gram-positivas. (Fonte: Autor; Adaptado de Anderson et al., 2012).

 

Existem uma maior diversidade de famílias de antimicrobianos de aplicações na 

saúde humana e animal (Anderson et al., 2012). Um dos interesses na procura de 

novas moléculas que ajudem a combater essa necessidade crescente de 

antimicrobianos também está relacionada ao conhecimento dos mecanismos (alvos 

de ação), com os quais estes compostos inibem o crescimento ou causam a morte 

de das bactérias (Reygaert, 2018). Agentes antimicrobianos podem atuar 

interferindo:(1) síntese da parede celular, (2) integridade da membrana plasmática, 

(3) síntese de ácido nucleico, (4) função ribossômica e (5) síntese de folato (Neu; 

Gootz, 1996).    

a. Parede celular - β-lactâmicos  

Os β-lactâmicos incluem penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e 

monobactâmicos, exibem um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-

negativas e bactérias Gram positivas (Neu; Gootz, 1996; Reygaert, 2018). Esses 

agentes atuam inibindo por meio da enzima transpeptidase a proteína de ligação à 

penicilina (PBP). Esta proteína estrutura os filamentos de peptidoglicano, conferindo 

rigidez e estabilidade à parede celular bacteriana (Allison; Lambert, 2015; Anderson 

et al., 2012; Neu; Gootz, 1996). O uso dos β-lactâmicos têm se limitado pela 
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aquisição de resistência generalizada através do tempo pelas bactérias, porém, 

ainda são usados para o tratamento de infecções comuns bacterianas (Anderson et 

al., 2012). Na figura 20 se mostram antibióticos com anel β-lactâmico, como 

referência se usa a estrutura básica das penicilinas, para as quais as ações geradas 

estão relacionadas à síntese, transporte de precursores, ou na sua organização 

estrutural.   

Figura 20. Estrutura básica dos antibióticos penicilina e derivados. Em vermelho o anel β-

lactâmico, outros substituintes essenciais para a atividade antibacteriana (Adaptado de Anderson 

et al., 2012). 
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b. Agentes antimicrobianos com alvo nas membranas citoplasmáticas 

bacterianas 

A membrana citoplasmática é um componente vital, no entanto, é um alvo mais 

difícil de ser atingido pelos antibióticos por suas semelhanças com outros tipos de 

células (Allison; Lambert, 2015). Vários agentes antimicrobianos podem causar 

desorganização da membrana por sua capacidade de atuar como componentes 

catiônicos, aniônicos e neutros afetando a polaridade das mesmas (Allison; 

Lambert, 2015; Neu; Gootz, 2009). A polimixina B e o colistemetato (polimixina E) 

são compostos octapeptídeos de alto peso molecular, que em bactérias Gram-

negativas inibem a interação com lipídios carregados negativamente na superfície 

da membrana, gerando um deslocamento por competência de cargas (Mg2+ ou 

Ca2+) dos grupos fosfato carregados negativamente nos lipídios da membrana, 

promovendo o vazamento celular, no entanto, estes compostos apresentam efeitos 

colaterais nos rins e sistema nervoso nos indivíduos (Allison; Lambert, 2015; Neu; 

Gootz, 2009).     

c. Agentes atuantes sobre a sínteses do DNA e processos metabólicos   

A síntese de DNA ou o metabolismo do ácido nucleico pode ser afetado direta 

ou indiretamente. Rifamicinas afetam a RNA polimerase dependente de DNA como 

a doxorrubicina e a actinomicina D (dactinomicina). Quinolonas (Figura 21) são 

antibacterianos sintéticos com maior atividade contra bactérias Gram-negativas e 

agindo no processo de enrolamento/desenrolamento do DNA, a través da inibição 

das topoisomerase e DNA-girase, já outros compostos como nitroimidazóis, 

nitrofuranos podem afetar diretamente o DNA (Anderson et al., 2012) (Tabela 3). 

Trimetoprima e sulfonamidas (atuantes sinergicamente) são antimicrobianos 

bloqueadores das vias metabólicas das bactérias, com atividade bacteriostática e 

bloqueadores dos seus mecanismos de resistência.  
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Figura 21. Estrutura básica dos antibióticos sintéticos em desenvolvimento relacionados a 

quinolonas (Adaptado de Anderson et al., 2012). 
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Tabela 3. Antibióticos atuantes na replicação, transcrição e tradução de DNA (Adaptado de Allison; 

Lambert, 2015; Anderson et al., 2012). 

Alvo Antibiótico Mecanismo de ação 

Biossínteses de 
precursores 

Sulfonamidas Inibir a síntese de folato 
Trimetoprim, pirimetamina, 

trimetrexato 
Inibir a diidrofolato redutase 

Arquitetura do DNA 
Quinolonas Inibir DNA girase 

Metronidazol, nitrofurantoína Quebra de fita de DNA 
Transcrição Rifampicina, fidaxomicina Inibir RNA polimerase 

Tradução 

Aminoglicosídeos Destorcer a subunidade do ribossomo 30S 

Tetraciclinas Bloquear a subunidade ribossômica 30S 

Cloranfenicol, clindamicina, linezolida, 
estreptograminas 

Inibir a peptidíl transferase 

Macrólidos, azalidas Bloquear translocação 

Ácido fusídico Inibir o fator de alongamento 

Mupirocina Inibir a síntese de isoleucil-tRNA 

 

As atividades antibacterianas de metabólitos produzidos por fungos marinhos 

têm sido amplamente relatadas na literatura (Bajpai, 2016; Devi et al., 2020; Durães 

et al., 2021; Gomes et al., 2021; Hasan et al., 2015; Xu et al., 2015). Alguns agentes 

antibacterianos obtidos a partir de fungos marinhos, são a essramicina, aiamicina, 

derivados de benzopironas e derivados cumarínicos (El-Bondkly et al., 2021). No 

entanto, os mesmos autores ressaltam a necessidade de compreender e elucidar 

os mecanismos de ação desses compostos.      

Wang et al. (2022) relacionam os mecanismos moleculares de ação de 

compostos produzidos por fungos de ambiente marinho. No entanto, este trabalho 

não contemplou células de bactérias, e sim diferentes linhagens celulares de 

câncer.  Durães et al. (2021) avaliaram a capacidade antimicrobiana de compostos 

obtidos de fungos marinhos dos gêneros Neosartorya e Aspergillus, assim como 

seu potencial como inibidores da bomba de efluxo em bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, sendo este um dos principais mecanismos usados pelas bactérias 

para fugir da atividade dos antimicrobianos. Reiterando com isso a necessidade de 

avaliar os mecanismos de ação responsáveis pela atividade antibacteriana, bem 
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como explorar novas alternativas que permitam compreender o funcionamento 

destes compostos a nível celular principalmente de compostos novos sintetizados 

por fungos de ambiente marinho.       

4. MÉTODOS 

4.1 Seleção das linhagens fúngicas  

A micoteca do Laboratório de Diversidade e biotecnologia microbiana - LDBM - 

Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde da UFAL conta com 89 isolados, 50 

obtidos de amostras de coral e 39 de esponjas, os que estiveram relacionados a 43 

espécies e 16 gêneros de fungos filamentosos obtidos a partir de corais e esponjas 

amostradas entre os anos 2014 e 2015, baixo o número de processo (475378/2013‐

0, 408718/2013‐7, e 311553/2018‐4) do Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Cientifico e Tecnológico (CNPq). Os isolados foram obtidos nos pontos costeiros 

localizados em Maceió, nordeste do Brasil: no recife de coral da Ponta Verde (PV) 

(9 ° 66 ′ 32 ″ S 35 ° 69 ′ 82 ″ W) e no recife de arenito da Praia da Sereia (SRE) (9 ° 

56 ′ 52 ″ S 35 ° 64 ′ 49 ″ W) (Figura 22) (Paulino; Felix; Landell, 2020).  

Figura 21. Pontos de coleta nos recifes de coral nas praias da Ponta Verde e Recife de arenito 

na Praia da Serei (Paulino, Félix, Landell, 2019). (Fonte: Ciro R. Félix). 
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Para realizar a seleção das linhagens fúngicas depositas na micoteca com 

potencial biotecnológicos, inicialmente, foi realizada uma avaliação na literatura 

existente nas bases de dados, para o qual foram definidos os critérios de busca: 1. 

Epíteto específico + Biotecnologia; 2. Epíteto específico + produção de compostos 

bioativos, nestes dois foram avaliados os artigos existentes reportados para 

qualquer ambiente (nicho) de isolamento do fungo (Terrestre, aquáticos ou ar); 3. 

Epíteto específico + Atividade antimicrobiana (antifúngica e antibacteriana); 4. 

Epíteto específico + Metabólitos secundários. As combinações de busca (3 – 4) 

incluíram estritamente fungos marinhos ou de ambiente marinho. A busca por 

artigos foi realizada nas seguintes bases de dados: Portal de Periódicos da CAPES, 

Google Acadêmico, Scientific Electronic Library Online (SCieLO), Scopus, PubMed 

Redalyc e Rdiscovery. Foram selecionadas as espécies para as quais não se 

apresentaram registros na literatura sobre potencial na produção de compostos 

bioativos de interesse, atividades antimicrobianas ou qualquer potencial 

biotecnológico avaliado.  

4.2 Preparação dos extratos fúngicos     

Os extratos fúngicos foram obtidos seguindo o protocolo de fermentação de 

fungos para produção de metabólitos secundários (Vinale et al., 2013; Wu et al., 

2014). Nesta fase foi realizada uma triagem inicial dos fungos selecionados 

seguindo a seleção feita baseada nos critérios do literal anterior (3.1). 

Resumidamente, após reativação as linhagens foram confirmadas em quanto a 

suas características morfológicas, reportadas no catálogo individual para cada 

espécie nas bases de dados do LDBM, além disso, foi realizada a pureza dos 

isolados com repiques consecutivos. Os fungos foram inoculados em Ágar batata 

dextrose (BDA) (HiMedia™) suplementado com 1% de extrato de levedura e 

incubados por um período de nove dias a ± 28°C. Posteriormente, foram inoculados 

assepticamente aproximadamente 4 cm2 do cultivo anterior em um volume de 0,1 L 

de meio líquido contendo (glicose 2%, NaCl 0,45%, KCl 0,45%, extrato de levedura 
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0.1%), seguido de incubação por 14 dias a uma temperatura de ± 28°C, em ausência 

de luz e sem agitação.  

No final da incubação, o cultivo foi filtrado e o micélio foi separado do 

sobrenadante por filtração à vácuo. O micélio foi transferido para um frasco tipo 

Erlenmeyer e coberto com metanol P.A (aproximadamente o mesmo volume da 

massa do micélio). Em seguida, foi colocado sob agitação orbital por 2 h a 100 RPM 

(Incubadora Shaker NT 715 – Novatecnica). Após transcorrido o tempo, o micéliofoi 

separado do metanol por filtração à vácuo e o metanol levado para evaporador 

rotativo (Fisatom 803). Uma vez evaporado 80% do volume no passo anterior, o 

extrato metanólico foi misturado com sílica, homogeneizado e aquecida até 

evaporar o solvente, posteriormente submetido a fracionamento através de coluna 

de sílica usando solventes de polaridade crescente. Em seguida, cada fração obtida 

levada para o evaporador rotativo e seca para ser utilizda em análises posteriores.   

Para o sobrenadante, foi realizada uma separação líquido-líquido 

(sobrenadante:acetato de etila-EtOAc) nas proporções de (150:100 mL), por meio 

da utilização de funil de separação, sendo o solvente em seguida evaporado em 

evaporador rotativo. Os extratos orgânicos obtidos foram submetidos à avaliação 

da atividade antimicrobiana. Posteriormente, os extratos das linhagens que 

apresentaram algum tipo de atividade antimicrobiana (ver 3.3) foram selecionados 

e cultivados em volumes maiores (45 L) para a obtenção dos extratos como descrito 

anteriormente.  

 

4.3 Atividade antimicrobiana   

4.3.1 Avaliação da atividade antimicrobiana: ensaio de difusão em disco 

Para o método de difusão em ágar (Bauer et al., 1966), foram avaliadas 

diferentes espécies de micro-organismos patogênicos: Candida albicans ATCC® 

90028, Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC® 208821, e as bactérias: 
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Staphylococcus aureus ATCC® 25904, Escherichia coli ATCC® 25922, Proteus 

mirabilis ATCC® 25933 e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853. 

A densidade celular para cada micro-organismo testado foi ajustada para 0,5 da 

escala de McFarland com um espectrômetro UV/Vis 1600 (Pro-Tools) com valores 

entre 0,11-0,15 a 530 nm. Posteriormente, os inóculos contendo cada patógeno, 

foram transferidos com swab para a superfície do meio de cultura, constituindo um 

tapete homogêneo. Como controle positivo foram usados os seguintes 

antimicrobianos: Anfotericina B e Fluconazol na concentração de 64 – 8 μg/mL 

respetivamente, para os fungos, e os antibióticos Tetraciclina 10μg (Laborclin) e 

Gentamicina 10μg (Laborclin) para bactérias. Da mesma forma, o preparo dos 

extratos para o teste foi realizado como segue: discos de papel de 5 ± 0,5 mm de 

diâmetro foram impregnados com 5 μL de cada extrato fúngico solubilizado em 

mistura de água estéril e dimetilsulfóxido (DMSO) em concentração final de 2%.  Os 

extratos foram avaliados na faixa de concentração de 300 μg/mL - 50 μg/mL, 

dependendo da disponibilidade de massa obtida em cada extrato. Em seguida, os 

discos impregnados foram colocados em meios Ágar Mueller-Hinton (Alere 

Toxicology) e BHI (Brain Heart Infusion Broth), previamente inoculados com os 

fungos e bactérias patogênicas avaliadas, respectivamente. 

As placas foram incubadas a 35 ºC por 48 h com leituras a cada 24 h.  Os halos 

de inibição (IRs) foram medidos em milímetros (mm), sendo que o ponto onde houve 

uma diminuição considerável na densidade fúngica (IR-A) e o ponto de inibição 

completa do crescimento (IR-B) foram medidos. Os ensaios de difusão em disco 

foram realizados de acordo com o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) 

para estabelecimento do controle de qualidade e linhagens de referência, utilizando 

os documentos M44 (CLSIc, 2018) e M02 (CLSIa, 2018), onde todos os extratos de 

cada linhagem foram avaliados por triplicata em pelo menos duas concentrações de 

300-500 μg/mL. 
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4.3.2 Ensaio para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) 

O método de microdiluição em caldo foi utilizado para determinar a 

concentração inibitória mínima (CIM), na qual se apresentou atividade 

antimicrobiana dos extratos avaliados contra os micro-organismos patogênicos que 

mostraram algum tipo de inibição no teste descrito anteriormente (3.3.1). Os 

inóculos das leveduras foram preparados em meio YEPD (0,5% de extrato de 

levedura, 1% de peptona, 2% de dextrose e 2% de ágar), e para o inóculo das 

bactérias, estas foram cultivadas em meio de infusão cérebro-coração (BHI) 

(HiMedia™). A densidade celular foi ajustada para uma escala de McFarland de 0,5 

com um espectrômetro UV/Vis 1600 (Pro-Tools) com valores variando de 0,11-0,15 

a 530 nm. Posteriormente, os inóculos foram diluídos a 1:50, seguido de 1:20 em 

meio RPMI 1640 para obter uma concentração celular final entre 5,0 × 102 a 2,5 × 

103 cfu/mL seguindo os protocolos M27 4ª ed. (CLSI, 2017) para fungos, e para 

bactérias o M07 11ª ed. protocolos (CLSI, 2018).  

Diluições seriadas foram preparadas em microplacas de 96 poços, contendo 

100 µL de meio RPMI 1640 (HiMedia™) em cada poço. O volume inicial prévio do 

processo de diluição seriada continha 200 µL, dos quais 196 µL correspondiam ao 

inóculo do micro-organismo testado e 4 µL, do extrato testado diluído em DMSO 

para uma concentração final de 2%. A primeira concentração avaliada foi de 400 

μg/mL. Posteriormente, uma alíquota de 100 µL do primeiro poço foi transferida e 

as diluições seriadas realizada até o poço 10, em concentrações finais entre 400 a 

0,781 µg/mL (100 µL). As faixas de concentração de antifúngicos testadas foram 

64–0,03 µg/mL (anfotericina B) e 64–0,125 µg/mL (fluconazol). No poço 11, apenas 

o micro-organismo foi usado como controle positivo (100 µL) do inóculo e no 12 

como controle negativo foi utilizado unicamente meio estéril.  

 



76 

 

 

4.3.3 Teste de determinação da concentração mínima bactericida/fungicida 

(MBC/MFC) 

Para a determinação da concentração bactericida/fungicida mínima foi usado 

um subcultivo a partir do teste de CIM. Para isso, onde houve inibição visual do 

crescimento do micro-organismo e dos poços imediatamente superiores foram  

tomadas alíquotas de 10 μl e posteriormente inoculado em meio ágar Mueller-Hinton 

para os fungos e ágar BHI para bactérias. Em seguida incubado a 35 ºC por 24 – 

48 h. Após a incubação, foi avaliada a presença de crescimento na placa de Petri, 

e a concentração mínima sem crescimento visível foi tomada como concentração 

bactericida/fungicida mínima (Kebede; Shibeshi, 2022). Para cada concentração e 

cada micro-organismos testado o ensaio foi realizado em triplicata.  

 

4.4 Desreplicação dos extratos de fungos filamentosos marinhos 

Baseados nos resultados da triagem de bioatividade das linhagens previamente 

escolhidas, foram realizados estudos adicionais dos extratos, com a finalidade de 

realizar a anotação dos compostos produzidos por cada uma destas linhagens.  

 

4.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com detector UV-VIS 

SPD-20A (CLAE - UV) no modo semipreparativo 

Foram realizadas análises para determinar o tempo de retenção (TR) e o grau 

de pureza (%) dos extratos e para isso utilizou-se um Cromatógrafo Líquido de Alta 

Eficiência Shimadzu ® (Kyoto, Japão) com Detector UV-VIS SPD-20A (CLAE-UV) 

modelo SIL-20AHT, com Luna®. Foi utilizada coluna C18 100 Å de 5 µm (250 × 4,6 

mm) e comprimento de onda (λ) 254 nm. Todas as amostras foram previamente 

dissolvidas em metanol de grau HPLC (1 mg/mL). Na fase móvel, um gradiente 

metanol:água ácida ultrapura (0,1% de ácido fórmico), foi utilizado em todas as 

execuções do detector CLAE-UV-VIS. A obtenção das frações foi feita utilizando a 
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metodologia de gradiente de solvente, que iniciou com 7% de metanol (MeOH) e foi 

mantido por cinco minutos, atingindo 85% até 60 min e depois diminuindo para 7% 

até 110 min. Se estabeleceu para a análises, uma parametrização específica, sendo 

(a) 1 mg/mL para a concentração da amostra; (b) 1 mL/min para a vazão; (c) tempo 

total de 110 minutos; e (d) 5 µL para o volume injetado. Por fim, todos os valores do 

tempo de retenção (TR) foram computados em minutos (min), enquanto a 

absorbância foi computada em unidades de miliabsorbância (mAU) (Beni et al., 

2014; de Brito et al., 2017; Passos et al., 2014). 

 

4.4.2 Análise por cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG-MS) 

  A realização da anotação dos compostos presentes nas amostras 

anualizadas dos extratos fúngicos, foi feita através de um cromatógrafo gasoso 

(Shimadzu QP2010) acoplado à um espectrômetro de massas (CG-MS), equipado 

com auto injetor COA-20i. Para a injeção a temperatura foi de 250 ºC e aplicado o 

modo splitless. Uma coluna capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm) foi usada 

e os espectros de massa foram obtidos por ionização eletrônica (IE) com energia 

de ionização de 70 eV. As amostras foram previamente solubilizadas em hexano (5 

mg/mL). O volume de injeção das amostras foi de 1 µL, e o programa de temperatura 

foi o seguinte: 60-240 ºC aumentando 3 ºC/min, 240-310 ºC aumentando 15˚C/min, 

e mantido a 310 ºC. ºC por 10 min (isotérmico). O gás de arraste utilizado foi o hélio 

e a pressão era de 79,7 kPa. Os índices de retenção (RI) foram calculados utilizando 

padrões de alcano C8-C40 (Sigma Aldrich). Os constituintes foram identificados 

comparando os espectros de massa registrados nas bibliotecas NIST, WILEY e 

FFNSC, já para os índices de retenção, foi utilizada Adams; Spackman, (2007). 
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4.4 Identificação dos fungos marinhos  

4.5.1 Identificação molecular 

Uma vez determinado o potencial antimicrobiano das linhagens de fungos 

selecionadas, foi realizada a identificação molecular dos isolados  (Paulino; Félix; 

Landell, 2020). 

  A extração do DNA genômico foi realizada cultivando os fungos em condições 

aeróbias em caldo Sabouraud a 22-25 °C por sete dias. Posteriormente, a cultivo 

foi centrifugado por 5 min a 6.000 x g (Centrífuga MIKRO 220R – Hettich Lab 

technology), seguido de descarte do sobrenadante. O micélio foi lavado com água 

destilada estéril e centrifugado nas mesmas condições. Esse procedimento foi 

realizado duas vezes. Em seguida, o micélio foi congelado com nitrogênio líquido e 

pulverizado com auxílio de almofariz e pistilo. Uma porção do macerado foi 

transferida para um tubo de 2 mL e adicionado tampão de extração (NaCl 0,15 M, 

Tris-HCl 50 mM, EDTA 10 mM, SDS a 2%), seguido de agitação vórtex por 1 min. 

Posteriormente, o homogeneizado foi incubado por 1 h a 65 °C, e em seguida 

centrifugado a 18.500 x g por 10 min. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos 

para tubos em gelo e extraídos com solução de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico 

(25:24:1), uma vez observada a interface clara. Foram adicionados 2 volumes de 

etanol absoluto e cloreto de sódio a uma concentração final de 200 mM para a 

precipitação do DNA overnight (16h). Seguidamente, foi separado por centrifugação 

a 18.500 x g por 20 min e lavado com etanol 70%. O sobrenadante foi removido, e 

o DNA precipitado mantido à temperatura ambiente para secar, ressuspendido com 

tampão TE (Tris-EDTA pH 7,4) e armazenado a -20°C. 

A região ITS do rDNA e o gene rpb2 foram amplificados utilizando os iniciadores 

universais ITS1 e ITS4 (Schoch et al., 2012) e 5F2 e 7cR (Sung et al., 2007; Liu; 

Whelen; Hall, 1999), respectivamente. As condições de amplificação foram: 94°C 

por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 15 s, 56°C por 45 s e 72°C por 90 s, e uma extensão 



79 

 

 

final a 72°C por 6 min para o Região ITS e os 5 ciclos de 5 min a 94 °C, 45s a 95 

°C, 45s a 56 °C e 2 min a 72 °C, seguidos de 5 ciclos com 95 °C, 45s a 53 °C, e 2 

min a 72 °C e 30 ciclos com 45s a 95 °C 45s a 50 °C e 2 min a 72 °C para o gene 

rpb2 parcial. O processo de sequenciamento de DNA, foi realizado utilizando os 

mesmos conjuntos de oligonucleotídeos na Plataforma Multiusuária de 

Sequenciamento de DNA do Laboratório de Bioinformática e Biologia Evolutiva da 

Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil) em um Analisador Genético 

ABI 3130 (Applied Biosystems, EUA). As sequências foram analisadas e editadas 

utilizando o software Mega 11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021), posteriormente 

comparadas com o banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a 

ferramenta BLASTn, e as análises realizadas com as sequências tipo para cada 

espécie.   

4.5.2 Caracterização morfológica  

A caracterização morfológica foi realizada para a linhagem reportada como 

potenciais espécies novas no trabalho prévio de Paulino et al. (2020), e que 

apresentou atividade antimicrobiana nos testes de triagem. Os meios de cultura 

utilizados para determinar as variações estruturais macroscópicas e microscópicas, 

assim como a determinação e avaliação de estruturas reprodutivas) foram Ágar 

aveia (AA), Ágar extrato de malte (AEM) e Ágar batata dextrose (ABD). Os cultivos 

foram incubados a 28 °C, com ausência de luz por até 60 dias. As lâminas foram 

preparadas com água destilada estéril para estudar as estruturas micromorfológicas 

por exemplo, ascomas/conidiomas maduros, ascósporos/conídios e células 

asci/conidiogênicas (Hou et al., 2020).  
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Fungos filamentosos associados a invertebrados 
marinhos na Amazônia azul: Triagem do potencial 

biotecnológico e descrições morfológica e molecular da 
espécie Epicoccum chloridis FMPV 05  

Resumo   

As condições bióticas e abióticas no oceano influenciam ou modulam os processos 

ecológicos. Recifes de coral são ecossistemas marinhos importantes, onde 

apresentam-se as mais diversas interações entre hospedeiros geralmente 

invertebrados e sua microbiota, entre elas fungos. Fungos marinhos são promotores 

de processos que buscam a estabilidade de seus hospedeiros e o equilibro nas 

condições desse ambiente. Estima-se que só 1% das espécies de fungos marinhos  

têm sido descritas, de um total calculado de cerca de 10 mil espécies. A 

quimiodiversidade fúngica é uma fonte prolífica e essencial na busca de moléculas 

antimicrobianas. Objetivou-se neste trabalho, avaliar o potencial biotecnológico de 

fungos filamentosos do ambiente marinho da Zona Econômica Exclusiva - 

Amazônia azul, na produção de compostos com propriedades antimicrobianas. 

Nove espécies foram selecionadas a partir da micoteca do Laboratório de 

Diversidade e Biotecnologia Microbiana - UFAL, e a capacidade de síntese de 

metabolitos secundários (MSs) com atividade antimicrobiana foi avaliada. Cinco 

extratos orgânicos de polaridades diferentes foram testados e a atividade 

antimicrobiana determinada para cada linhagem, através do método Kirbi-Bauer de 

difusão em disco. As espécies Epicoccum chloridis FMPV 05 e Aspergillus sydowii 

FMPV 10 foram consideradas promissoras como antagonistas dos patógenos 

Candida albicans e Cryptococcus neoformans, e da bactéria Gram-positiva 

Staphylococcus aureus. As relações filogenéticas da linhagem E. chloridis FMPV 05 

foi avaliada dentro do gênero utilizando análise multigênica e realizado o primeiro 

relato de suas características macro e micro morfológicos.  Finalmente, as linhagens 

E. chloridis FMPV 05 e A. sydowii FMPV 10 se mostram promissoras na síntese de 
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MSs com potenciais antimicrobianos. Estas análises preliminares permitiram 

elaborar novas perguntas e hipóteses sobre o potencial biotecnológico destas 

linhagens, para o qual, outras análises biológicas e químicas são necessárias.  

1. Introdução               

Os recifes de coral tropicais contribuem com grande parte da produtividade 

marinha, e considerados pontos críticos na estabilidade ecossistêmica, 

apresentando diversas associações entre macro e micro-organismos, em particular 

fungos filamentosos que promovem a criação de novos nichos e estimulam os 

processos de diversificação (Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022; Silveira et al., 2017).    

Petersen em 1905 é considerado o pioneiro em trabalhar com fungos 

filamentosos marinhos neste ambiente (Abdel-Azeem et al. 2021). Porém, estudos 

sobre a diversidade taxonômica e funcional dos fungos não são tão abrangentes 

(Bahram; Netherway, 2022; Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022). Por outro lado, Roik 

et al. (2022) mostraram o panorama geral dos trabalhos que envolvem diversidade 

e taxonomia de fungos marinhos associados a recifes de coral.  

Paulino et al. (2020) avaliaram a diversidade de fungos marinhos associados a 

corais e esponjas num ponto d região Setentrional do Oceano Atlântico no Brasil. A 

diversidade por eles reportada corresponde a entre o 25-30% das espécies 

reportadas para estes ambientes (Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022) (Tabela 1).    

Tabela 1. Fungos frequentemente relatados em corais. Se indicam as classes taxonômicas, e 

gêneros/espécies reportados. I. relaciona fungos ascomicetos, II. relaciona os basidiomicetos, outros 

grupos de fungos também são reportados (Adaptado de Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022). 

I. Espécies do filo Ascomycota corresponde a 90% dos táxons relatados associados a corais  

Classe Gênero / Espécie Classe 
Gênero / 
Espécie 

Classe Gênero / Espécie 

Sordariomicetos  

Lindra sp. 

Sacaromicetos 

Candida spp. 

Dotideomicetos 

Cladosporium sp. 

Micosphaerella 
sp. 

Hialorrinocladiella 
sp. 

Hifopiquia 
sp. 

Alternaria sp. 
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Fisalospora sp. 

Eurotiomicetos 

Aspergillus 
sydowii / sp. 

Estefílio sp. 

Pestalotiopsis sp. Foma sp. 

Xilária sp. 
Penicillium 

sp. 
Bissotécio sp. 

Tricoderma sp. 
Talaromyces  

sp. 
Lofiostoma sp. 

Clonostachys rosa 

Dotideomicetos 
Hortéia 

werneckii / 
sp. 

Microsphaeropsis 
sp. 

Cordyceps sp. 
Pirenochaetopsis 

sp. 

II. Espécies do filo Basidiomycota são menos relatados em comunidades de fungos associados a 
corais.  

Classe Gênero / Espécie 

Agaricomicetos 
Flammulina sp. 

Schizophyllum sp. 

Malasseziomicetos Malassezia globosa / Malassezia spp. 

 

A obtenção de produtos naturais marinhos (PNMs), assim como suas 

aplicações biotecnológicas no Brasil teve seu auge a começo do século XXI, onde 

fungos filamentosos contam com alguns reportes na produção de compostos de 

classes químicas diversificadas, como alcaloides, peptídeos e policetídeos com 

atividades anticancerígenas, antimicrobianas e antioxidantes (Berlinck et al., 2004; 

2017).  

Mais recentemente, avanços nas técnicas de elucidação de compostos e 

esforços multidisciplinares têm levado à descoberta de vários metabólitos bioativos 

produzidos por fungos e outros micro-organismos no mar de Brasil (Ióca, 2018). 

Destacando os fungos deste ambiente como sendo responsáveis por 13% da 

obtenção  compostos reportados, destacando os  gêneros Penicillium, Trichoderma, 

e algumas espécies de Aspergillus e Curvularia (Ióca et al., 2014; 2018), 

apresentando destacados potenciais biológicos como, atividade antimicrobiana, 

potencial entomopatogênico, anticâncer, inibidor de biofilme, potencial citotóxico, 

Anti-Trichomonas vaginalis e antiplasmodial (da Costa Souza et al., 2016; de 

Amorim et al., 2023; Edres et al., 2022; Felício et al., 2015; Loges et al., 2020; 

Saraiva et al., 2015; Scopel et al., 2017;  Wilke et al., 2021).   
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Dentro da diversidade de fungos associados aos recifes de coral no Brasil, está 

a linhagem FMPV 05 associada ao gênero Epicoccum (Ascomycota, 

Didymellaceae) (Paulino; Félix; Landell, 2020).  Este gênero compreende 44 

espécies, das quais existem poucos registros de associações ao ambiente marinho, 

entre eles estão E. dickmanii, E. purpurascens e E. sorghinum (Wright; Osterhage; 

König, 2003; Braga et al., 2018; Zou et al., 2021). Já E. nigrum é considerada uma 

espécie cosmopolita, sendo isolada de diferentes substratos no ambiente marinho 

(corais, peixes, algas marinhas, manguezais, leito marinho, esponjas) (Ahumada-

Rudolph et al., 2019; Chi et al., 2019; Qader et al., 2021; Sun et al., 2011; Wang et 

al., 2022; Yan et al., 2019).    

Espécies de Epicoccum spp. produzem MSs bastante quimiodiversos 

(estrutural e biologicamente), como policetídeos, policetídeos híbridos, 

dicetopiperazinas, pigmentos, ésteres, e outros constituintes com destacadas 

atividades biológicas (antimicrobiana, citotóxica, antioxidante, anticarcinogênica, 

antinematoide e potencial inibidor da replicação do HIV) (Braga et al., 2018; 

Elkhateeb; Daba, 2019; Hufendiek et al., 2017; Wangun; Hertweck, 2007).  

No entanto o conhecimento sobre a diversidade taxonômica e química dos 

fungos marinhos ainda é limitada, fazendo-se necessário abordar a produção de 

moléculas únicas com diversas atividades biológicas, principalmente pela demanda 

crescente de fármacos que auxiliem o controle de patógenos emergentes (Murray 

et al., 2022). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 

biotecnológico de fungos filamentosos do ambiente marinho da Zona Econômica 

Exclusiva (Amazônia azul), na produção de compostos com propriedades 

antimicrobianas, assim como corroborar as relações filogenéticas do fungo 

Epicoccum chloridis FMPV 05 através de caracteres morfológicos e moleculares.          

2. Metodologia (ver 3.3.1 anterior)   
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3. Resultados   

3.1. Seleção das espécies de fungos filamentosos marinhos com potenciais 

biotecnológicos         

Inicialmente das 43 espécies depositadas na micoteca do LDBM-UFAL das 

quais 27 foram obtidas do de corais, sete de esponjas e nove das espécies 

compartilhadas nos dois substratos. Mais de 50% das espécies apresentaram 

reportes na literatura relacionadas à potencial biotecnológico. As principais 

atividades relacionadas foram antimicrobianas, antivirais, antiplasmodiais, 

anticarcinogênicas, antiprotozoários, anti-inflamatória, antioxidante e citotóxica. As 

espécies selecionadas (n = 21), foram categorizadas com bases nos critérios de 

busca estabelecidos (secção 3.1), determinando como prioritárias, aquelas que não 

apresentaram ocorrência na literatura quanto à produção de produtos naturais 

(PNs), e/ou aplicações biotecnológicas, seguidas daquelas que apresentavam 

potenciais relevantes reportados na literaturas (ex. espécies potencialmente 

patogênicas para hospedeiros marinhos),  e finalmente aquelas que foram 

reportadas como potenciais espécies novas (Paulino; Félix; Landell, 2020) (Tabela 

2).   

Tabela 2. Espécies de fungos filamentosos marinhos reportados por Paulino; Félix; Landell, (2020), 

selecionadas para avaliação da obtenção de produtos naturais advindos de micro-organismos 

marinhos (PNMMs) com potenciais aplicações biotecnológicas. Os códigos FMPV correspondem a 

fungos isolados na Praia da Ponta Verde, e (FMS) aos da Praia da Sereia.  O (X), corresponde às 

linhagens selecionadas e avaliadas neste trabalho 

Linhagem Identificação molecular  
Espécie do 
hospedeiro 

Tipo de 
hospedeiro 

Prioritários 

FMPV 02 Aspergillus ruber Taedania ignis Esponja X 

FMPV 05 Epicoccum chloridis Palythoa caribaeorum Coral X 

FMPV 10 Aspergillus sydowii Haliclona chlorilla Esponja X 

FMPV 11 Aspergillus flavus Palythoa variabilis Coral X 

FMPV 12 Curvularia sp. Chondrilla nucula Esponja X 

FMPV 14 Microsphaeropsis arundinis Favia gravida Coral X 

FMPV 21 Penicillium paneum Biemna caribea Esponja  

FMPV 28 Aspergillus welwitschiae Taedania spp. Esponja  

FMS 055 Pestalotiopsis mangiferae Palythoa variabilis Coral  
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FMS 066 Penicillium pedernalense Palythoa caribaeorum Coral X 

FMS 069 Aspergillus stromatoides Palythoa caribaeorum Coral  

FMS 084 Neopestalotiopsis clavispora Palythoa variabilis Coral  

FMS 085 Pestalotiopsis disseminata Palythoa variabilis Coral  

FMS 094 Talaromyces sp. Palythoa caribaeorum Coral  

FMS 099 Penicillium tropicum Zoanthus sociatus Coral  

FMS 104 Pyrenochaetopsis sp. Palythoa variabilis Coral X 

FMS 107 Penicillium terrigenum Palythoa variabilis Coral  

FMS 60 Aspergillus versicolor Palythoa caribaeorum Coral  

FMS 68 Cladosporium halotolerans Palythoa caribaeorum Coral  

FMS 70 Cordyceps pruinosa Zoanthus sociatus Coral  

FMS 96 Aspergillus tonnophilus Zoanthus sociatus Coral  

 

3.2. Obtenção dos extratos e avaliação de atividade antimicrobiana  

3.2.1. Produção e obtenção dos extratos 

As espécies selecionadas foram A. ruber FMPV 02; E. chloridis FMPV 05; A. 

sydowii FMPV 10; A. flavus FMPV 11; Curvularia sp. FMPV 12; P. pedernalense 

FMS 066; Pyrenochaetopsis sp. FMS 104. As massas dos extratos obtidos a partir 

dos solventes n-hexano, clorofórmio-CHCl₃; acetato de etila-EtOAc, e metanol-

MeOH para o micélio, e do sobrenadante ao partir do solvente orgânico EtOAc 

relacionam-se na tabela 3.      

Tabela 3. Extratos obtidos das espécies de fungos filamentosos marinhos selecionados para 

a avaliação da atividade antimicrobiana, mostrando a origem do extrato, solvente utilizado e as 

massas em miligramas (mg) e microgramas (μg). 

Código 
linhagem 

Origem do extrato Solvente 
Massa 

mg 
Massa 

μg 

FMPV 02 Intracelular-Micélio MeOH 35,1 35100 

FMPV 02 Intracelular-Micélio MeOH 39,1 39100 

FMPV 02 Intracelular-Micélio MeOH 59,7 59700 

FMPV 02 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 19,7 19700 

FMPV 02 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 12,7 12700 

FMPV 02 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 18,6 18600 

FMPV 02 Intracelular-Micélio EtOAc 11,3 11300 

FMPV 02 Intracelular-Micélio EtOAc 10,3 10300 

FMPV 02 Intracelular-Micélio EtOAc 19,9 19900 

FMPV 02 Intracelular-Micélio CHCl₃ 9,2 9200 

FMPV 02 Intracelular-Micélio CHCl₃ 10,9 10900 

FMPV 02 Intracelular-Micélio CHCl₃ 13,6 13600 

FMPV 02 Intracelular-Micélio n- Hexano 13,4 13400 

FMPV 02 Intracelular-Micélio n- Hexano 14,5 14500 

FMPV 02 Intracelular-Micélio n- Hexano 10,4 10400 
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FMPV 05 Intracelular-Micélio MeOH 19,6 19600 

FMPV 05 Intracelular-Micélio MeOH 21,3 21300 

FMPV 05 Intracelular-Micélio MeOH 42,6 42600 

FMPV 05 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 10,4 10400 

FMPV 05 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 13,7 13700 

FMPV 05 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 11,9 11900 

FMPV 05 Intracelular-Micélio EtOAc 16 16000 

FMPV 05 Intracelular-Micélio EtOAc 14,1 14100 

FMPV 05 Intracelular-Micélio EtOAc 26,4 26400 

FMPV 05 Intracelular-Micélio CHCl₃ 16,9 16900 

FMPV 05 Intracelular-Micélio CHCl₃ 18,8 18800 

FMPV 05 Intracelular-Micélio CHCl₃ 10,6 10600 

FMPV 05 Intracelular-Micélio n- Hexano 9,9 9900 

FMPV 05 Intracelular-Micélio n- Hexano 11,5 11500 

FMPV 05 Intracelular-Micélio n- Hexano 12,3 12300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio MeOH 66,8 66800 

FMPV 10 Intracelular-Micélio MeOH 152,8 152800 

FMPV 10 Intracelular-Micélio MeOH 206 206000 

FMPV 10 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 14,2 14200 

FMPV 10 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 10,5 10500 

FMPV 10 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 15,3 15300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio EtOAc 10,3 10300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio EtOAc 11 11000 

FMPV 10 Intracelular-Micélio EtOAc 14,3 14300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio CHCl₃ 10 10000 

FMPV 10 Intracelular-Micélio CHCl₃ 11,5 11500 

FMPV 10 Intracelular-Micélio CHCl₃ 14,3 14300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio n- Hexano 13,1 13100 

FMPV 10 Intracelular-Micélio n- Hexano 14,3 14300 

FMPV 10 Intracelular-Micélio n- Hexano 17,1 17100 

FMPV 11 Intracelular-Micélio MeOH 16 16000 

FMPV 11 Intracelular-Micélio MeOH 34,5 34500 

FMPV 11 Intracelular-Micélio MeOH 221,1 221100 

FMPV 11 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 8,2 8200 

FMPV 11 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 11,1 11100 

FMPV 11 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 23,9 23900 

FMPV 11 Intracelular-Micélio EtOAc 0,2 200 

FMPV 11 Intracelular-Micélio EtOAc 10,4 10400 

FMPV  11 Intracelular-Micélio EtOAc 13,7 13700 

FMPV 11 Intracelular-Micélio CHCl₃ 12,3 12300 

FMPV 11 Intracelular-Micélio CHCl₃ 15 15000 

FMPV 11 Intracelular-Micélio CHCl₃ 16,1 16100 

FMPV 11 Intracelular-Micélio n- Hexano 10,3 10300 

FMPV 11 Intracelular-Micélio n- Hexano 11 11000 

FMPV 11 Intracelular-Micélio n- Hexano 12,6 12600 

FMPV 12 Intracelular-Micélio MeOH 68,7 68700 

FMPV 12 Intracelular-Micélio MeOH 79,2 79200 

FMPV 12 Intracelular-Micélio MeOH 122,8 122800 

FMPV 12 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 12,5 12500 

FMPV 12 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 13,3 13300 

FMPV 12 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 15,4 15400 

FMPV 12 Intracelular-Micélio EtOAc 9,1 9100 

FMPV 12 Intracelular-Micélio EtOAc 12,9 12900 

FMPV 12 Intracelular-Micélio EtOAc 11,8 11800 



88 

 

 

FMPV12 Intracelular-Micélio CHCl₃ 12,3 12300 

FMPV 12 Intracelular-Micélio CHCl₃ 14,1 14100 

FMPV 12 Intracelular-Micélio CHCl₃ 18,5 18500 

FMPV 12 Intracelular-Micélio n- Hexano 10,5 10500 

FMPV 12 Intracelular-Micélio n- Hexano 11,8 11800 

FMPV 12 Intracelular-Micélio n- Hexano 14,9 14900 

FMS 104 Intracelular-Micélio MeOH 38,4 38400 

FMS 104 Intracelular-Micélio MeOH 52,1 52100 

FMS 104 Intracelular-Micélio MeOH 56,7 56700 

FMS 104 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 11,9 11900 

FMS 104 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 12,3 12300 

FMS 104 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 13,4 13400 

FMS 104 Intracelular-Micélio EtOAc 13,8 13800 

FMS 104 Intracelular-Micélio EtOAc 13,9 13900 

FMS 104 Intracelular-Micélio EtOAc 14,4 14400 

FMS 104 Intracelular-Micélio CHCl₃ 10,2 10200 

FMS 104 Intracelular-Micélio CHCl₃ 11,3 11300 

FMS 104 Intracelular-Micélio CHCl₃ 9,5 9500 

FMS 104 Intracelular-Micélio n- Hexano 12,7 12700 

FMS 104 Intracelular-Micélio n- Hexano 13,1 13100 

FMS 104 Intracelular-Micélio n- Hexano 13,8 13800 

FMS 66 Intracelular-Micélio MeOH 32,9 32900 

FMS 66 Intracelular-Micélio MeOH 50,6 50600 

FMS 66 Intracelular-Micélio MeOH 70,5 70500 

FMS 66 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 10,1 10100 

FMS 66 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 10,5 10500 

FMS 66 Extracelular-Sobrenadante EtOAc 12,3 12300 

FMS 66 Intracelular-Micélio EtOAc 11,4 11400 

FMS 66 Intracelular-Micélio EtOAc 11,6 11600 

FMS 66 Intracelular-Micélio EtOAc 12,7 12700 

FMS 66 Intracelular-Micélio CHCl₃ 15,8 15800 

FMS 66 Intracelular-Micélio CHCl₃ 19 19000 

FMS 66 Intracelular-Micélio CHCl₃ 17,5 17500 

FMS 66 Intracelular-Micélio n- Hexano 17,6 17600 

FMS 66 Intracelular-Micélio n- Hexano 19,2 19200 

FMS 66 Intracelular-Micélio n- Hexano 16,7 16700 

 

3.2.2. Triagem para determinação da atividade antimicrobiana  

Os extratos foram avaliados como antagonistas dos patógenos Candida 

albicans ATCC® 90028, Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC® 208821, e as 

bactérias: Staphylococcus aureus ATCC® 25904, e Escherichia coli ATCC® 25922, 

Proteus mirabilis ATCC® 25933 e Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e 

mostraram perfis diferentes.   

A triagem inicial mostrou atividade antimicrobiana dos extratos obtidos dos 

sobrenadantes a partir do solvente orgânico EtOAc das linhagens E. chloridis FMPV 



89 

 

 

05 e A. sydowii FMPV 10. Os valores mínimos e máximos dos graus de inibição 

(IRs) obtidos para as triplicatas foram apresentados em milímetros (mm) (Tabela 4). 

Nenhum dos outros extratos obtidos, a partir das demais linhagens avaliadas, 

mostraram atividade nas concentrações testadas.  

Tabela 4. Extratos EtOAc – Sobrenadante, dos fungos marinhos que apresentaram atividades 

biológicas para os patógenos emergentes testados. As concentrações testadas para as duas 

linhagens foram de 500 μg/mL, as medições em milímetros (mm) correspondem ao halo de 

inibição. 

 Fungos com extratos bioativos    

E. chloridis FMPV 05 A. sydowii FMPV 10 

Micro-organismos testados 

Candida albicans ATCC® 90028 11,5 - 12,8 mm 9,5 - 10,2 mm 

Cryptococcus neoformans ATCC® 
208821 

10 - 12 mm 12,5 - 13,7 mm 

Staphylococcus aureus ATCC® 25904 12 - 13 mm NPI* 

Escherichia coli ATCC® 25922 NPI* NPI* 

 Proteus mirabilis ATCC® 25933 NPI* NPI* 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 
27853 

NPI* NPI* 

*(NPI), indicam que não houve inibição para esse patógeno, 

3.3. Caracterização morfológica e molecular de E. chloridis FMPV 05 

3.3.1. Macro e micromorfologia 

A identificação da espécie foi baseada em análises macro e micromorfológica, 

assim como análises com marcadores moleculares específicos para este grupo de 

fungos filamentosos (Hou et al., 2020). A morfologia mostra as características dos 

conidiomas/ascomatos, bem como a presença de micélios/cerdas fora dos 

conídios/ascomatos, o número de ostíolos, a espessura da parede 

picnidia/pseudotecial, o formato celular da parede picnidial/pseudotecial; e o 

comprimento e largura das células conidiogênicas/ascos e conídios/ascósporos.  

Para as características macroscópicas: do crescimento fúngico em meio ABD 

atingiram 40-45 mm de diâmetro após 7 dias, mostrando uma margem regular, 



90 

 

 

cobertas por micélio abundante aéreo branco/rosa a cinza pálido com formato de 

algodão, verso de cor marrom claro (Figura 1A). Colônias em meio AA atingiram 40 

mm de diâmetro após 7 dias a 25°C, com margem regular, micélio aéreo em forma 

de vilosidades, branco a cinza; verso marrom escuro a preto (Figura 1B). As 

colônias em meio AEM apresentam características semelhantes ao crescimento em 

AA com um micélio menor e uma cor marrom claro a bege escuro com verso de cor 

marrom escuro.    

Figura 1. E. chloridis FMPV 05 crescendo em meio ABD, frente e verso (A); e em meio AA, frente e 

verso (B), após 7 dias de inoculado. Barra inferior esquerda 1 cm. 

  

O meio AA se mostrou a melhor fonte para as análises de produção de estruturas 

conidiomatas para o FMPV 05. Os picnídios foram encontrados semisubmersos a 

submerso no ágar, formando agregações proeminentes quando submerso, na 

superfície formou-se mais disperso, em sua maioria (subgloboso a globoso irregular, 

marrom escuro a preto em estado maduro, os picnídios imaturos apresentaram uma 

coloração rosa pálido se obscurecendo com o tempo (Figura 2A-B). As paredes 

dos picnídios apresentaram camadas finas de células, com protuberâncias de hifas, 

ostiolados, 120–350 × 135–265 μm, ostíolo único ligeiramente papilado (Figura 2C). 

Parede picnidial de aspecto pseudoparenquimatoso, composta por células 

subglobosas, 3 a 5 camadas, 14 a 24,5 μm de espessura, com duas ou mais 

camadas de células externas levemente pigmentadas, com células fialídicas 
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conidiogênicas, hialinas, globosas a ampuliformes, 4,5–7,5 × 3,5–7 μm (Figura 2D). 

Conídios ovóides pouco elipsóides, hialinos, lisos e de paredes finas, 3,2–5 × 2,7–

3,1 μm, matriz de conídios hialinos (Figura 2E).    

Figura 2. E. chloridis FMPV 05 crescendo em meio AO, picnídios maturos (A), imaturos (B) barra 

inferior esquerda (0,2 cm). Picnídios com ostíolo único ligeiramente papilado, barra inferior direita 

250 μm (C). Corte longitudinal, parede picnídica e células anexas (D) barra inferior esquerda 50 

μm. Conídios ovóides (E), barra inferior esquerda 4 μm. 

 

3.3.2. Análises molecular        

Análises individuais para a região ITS e o gene rpb2 da linhagem FMPV 05 

foram feitas no megablast por meio da avaliação de sequências de nucleotídeos no 

banco de dados do NCBI GenBank (5 de setembro de 2023). As linhagens com 

maior grau de similaridade usando sequências da região ITS foram; “Epicoccum 

triodiae” (BRIP 72492b, GenBank NR176182) Identidades = 833/839 (99,78%), 1 

Gap (0%); Epicoccum clhoridis” (BRIP 72460a, GenBank NR176181) Identidades = 

824/839 (99,4%), 1 Gap (0%);  “Dothideomycetes sp.” (PS1, GenBank MK685125); 

Identidades = 822/839 (99,34%), 1 Gap (0%); "Phoma sp." (JL-2016a), GenBank 

LT555228; Identidades = 822/839 (99,34%), 1 Gap (0%); “Phoma sp.” (Y9), 

GenBank MT729933; Identidades = 822/839 (99,34%), 6Gap (1%); 
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"Dothideomycetes sp." (G1, GenBank KX186684); Identidades = 822/839 (99,34%); 

“Phoma sp.” (isolado JMSL-2016), GenBank KU948381; Identidades = 822/839 

(99,34%), 5 Gap (1%); "Phoma herbarum" (isolado PPH1, GenBank KX443631); 

Identidades = 813/839 (98,91%), 5 Gap (1%).  

Para o gene rpb2 foram Epicoccum chloridis (BRIP 72460a, GenBank 

OK557944) Identidades = 1724/1724 (99,89%), 1 Gap (0%); “Epicoccum 

rhynchosporae.” (BRIP 72439a, GenBank OK557940); Identidades = 1724/1672 

(98,52%), 2 Gap (0%);  “Epicoccum triodiae” (BRIP 72439a, GenBank OK557946) 

Identidades = 1724/1685 (99,35%), 2 Gap (0%); "Epicoccum sorghinum” (HM19bsp, 

GenBank MT127630; Identidades = 1724/1471 (9,5%), 9 Gap (0%); “Epicoccum 

ovisporum” (CBS 181.80), GenBank LT623253; Identidades = 1724/839 (99,34%), 

11 Gap (1%); "Epicoccum sp. 2 (NV-2016, GenBank LT593065; Identidades = 

1724/1395 (93,16%) 16 Gap (1%). As análises poligênicas mostraram uma relação 

filogenética mais próxima entre a linhagem FMPV 05 e a de E. chloridis BRIP 

72460aT, outras linhagens relacionadas nas análises foram Epicoccum 

rynchosporae BRIP 72439aT, e Epicoccum triodiae BRIP 72439aT.    

A partir das análises individuais pela busca de uma melhor resolução 

filogenética, foram feitas análises concatenando (ITS - rpb2). Estas análises se 

mostram na figura 3.  
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Figura 3. Árvore filogenética inferida a partir de uma análise de Máxima Verossimilhança baseada em um alinhamento concatenado de 

sequências ITS e rpb2 de 45 linhagens representando Epicoccum spp. (Didymellaceae), e sequências de grupo externo. Os valores de suporte de 

inicialização RAxML (MLBS) acima de 50%. A barra de escala representa o número esperado de alterações por site. As espécies-tipo são 

indicadas com uma letra sobrescrita após o número de acesso (T: ex-type). As espécies são impressas em fonte preta. A árvore está enraizada 

nas linhagens Neocucurbitaria quercina CBS 297.74 e Neoascochyta desmazieri CBS 297.69.
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Discussão     

Espécies do gênero Aspergillus são amplamente estudadas e consideradas 

uma fonte promissora na produção de produtos naturais de ambiente marinho, 

apresentando diversas atividades biológicas, como antimicrobiana, anticâncer, 

antioxidante entre outras (Braga et al., 2018; Elkhateeb; Daba, 2019; Li; Fun; Song, 

2023). No entanto, na avaliação dos extratos obtidos a partir das linhagens FMPV 

02 e FMPV 11 feitas neste trabalho, não apresentaram atividade antimicrobiana 

contra os patógenos testados.   

Resultados semelhantes foram apresentados para as linhagens Curvularia sp. 

FMPV 12; Pyrenochaetopsis sp. FMS 104, estas espécies foram selecionadas por 

seu potencial como espécies novas, e no caso P. pedernalense FMS 66; espécies 

isolada e descrita em 2016 no Equador, associada a estruturas de organismos de 

ambiente marinho (Laich; Andrade, 2016), possui ainda poucos reportes na 

literatura sobre suas atividades biológicas.  

 El Hajj Assaf et al. (2020) apresentaram em sua revisão sobre a regulação do 

metabolismo secundário do gênero Penicillium diversas espécies associadas ao 

gênero com reportes na literatura sobre a produção de metabólitos secundários. P. 

pedernalense não foi relacionada. Recentemente, a linhagem de P. pedernalense 

604 EAN foi utilizada como precursora a partir de seus produtos metabólicos na 

síntese de bionanopartículas de prata (Ag-NPs), com a finalidade de avaliar a 

eficiência na inativação de esporos de fungos, considerados altamente frequentes 

e de risco em ambiente hospitalar, como são Aspergillus fumigatus, A. parasiticus, 

A. flavus var. columnaris e A. aculeatus (Noman et al., 2022). 

Os produtos naturais de fungos marinhos resultam das condições presentes em 

seus habitats e de suas inter-relações com seus hospedeiros, porém em ambiente 

laboratorial, existem limitações na obtenção destes metabólitos (Frank et al., 2019). 
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Estes eventos podem estar relacionados ao processo de silenciamento de genes 

causando inativação de rotas biossintéticas, em respostas às condições de 

manutenção e de cultura, pelo uso convencional de fontes nutricionais (carbono, 

nitrogênio, íons, etc), e componentes físicos como (pH, temperatura, disponibilidade 

de oxigênio luz entre outros),  limitando assim a descoberta de novos compostos 

com estruturas únicas e potenciais aplicações biológicas (Bode et al., 2002; da Silva 

Lima et al., 2018; Frank et al., 2019).  

Por outro lado, as linhagens E. chloridis FMPV 05 e A. sydowii FMPV 10 

mostraram ter atividade principalmente contra os patógenos fúngicos C. albicans 

ATCC® 90028 e Cr. neoformans ATCC® 208821. Destacamos que A. sydowii pode 

ser considerada uma espécie cosmopolita, isolada de diversos ambientes terrestres 

e aquáticos. No mar tem relatos de ser parte da microbiota de recifes de coral, mas 

também, como uma espécie considerada patogênica oportunista, principalmente 

acometendo corais do gênero Gorgonia (Hayashi et al., 2016; Soler-Hurtado et al., 

2016). Além disso, diversos trabalhos mostram o potencial biotecnológico na 

obtenção de PNMMs, com aplicações na saúde pública e na indústria agropecuária 

(Kamat et al., 2023; Mohamed et al., 2023). Já por sua vez, a linhagem FMPV 05 foi 

descrita recentemente (Tan; Shivas, 2022), contando com o reportado em ambiente 

continental na Austrália, e o reportado de ambiente marinho no presente trabalho. 

Esta espécie, não conta com nenhum reporte na literatura sobre seu potencial 

biotecnológico e de avaliação da sua quimiodiversidade.  

As linhagens FMPV 05 e FMPV 10, se mostraram como potenciais produtoras 

de PNMMs, as quais podem fornecer novos metabólitos com estruturas únicas de 

diversas aplicações. Principalmente, contribuindo com o entendimento dos 

possíveis papéis ecológicos que estes fungos podem ter nos de recifes de coral, 

promovendo assim, a compreensão das suas relações ecológicas (Roik; Reverter; 
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Pogoreutz, 2022). Além disso, estes fungos têm potencial na produção de 

compostos úteis contra micro-organismos patogênicos considerados de alto risco 

pela OMS, os quais vem causando inúmeros contágios e mortes, devido a 

capacidade que estes vêm adquirido na resistência ou tolerância aos antifúngicos e 

antibióticos disponíveis na atualidade, colocando como prioridade à procura de 

novas moléculas que possam contribuir com o bem-estar da saúde humana e 

ambiental (Qader et al., 2020; Murray et al., 2022). 

O fungo E. chloridis espécie recentemente descrita por Tan; Shivas, (2022), não 

conta com informações de caráter morfológico. As análises macro e 

micromorfológicas realizadas a partir da linhagem FMPV 05 mostraram diferenças 

estruturais com as espécies mais próximas que contam com estas descrições. O 

gênero Epicoccum é o único gênero da família Didymellaceae que produz um morfo 

hifomicetos, caracterizado pela formação de conídios multisseptados de 

pigmentação escura (dictioclamidósporos) formados em esporodóquios (Aveskamp 

et al., 2010; Chen et al., 2015; 2017; Hou et al., 2020).   

Hou et al. (2020) descreveram a espécie Epicoccum longiostiolatum CBS 

886.95, a qual apresenta uma relação filogenética próxima com E. chloridis FMPV 

05 (Figura 3). Morfologicamente estas espécies têm estruturas e composições 

semelhantes nas estruturas de seus conidiomatas, picnídios característicos com um 

único ostíolo e células constituintes semelhantes da parede, se diferenciam 

claramente na forma das conídias, apresentadas de forma mais ovóides e de menor 

tamanho em E. clhoridis FMPV 05, também não foram observadas células 

conidiogênicas.  Por outro lado, espécies distantes filogeneticamente, varia no 

número de ostíolos, apresentam paredes com maior número de camadas de células 

nos picnídios, como é o caso de E. sorghinum, E. multiceps (Cheng et al., 2017). Se 

destaca que as espécies mais próximas E. triodiae e E. rhynchosporae também 
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descritas recentemente (TAN; SHIVAS, 2022), não contam com dados 

morfológicos.  

O gênero Epiccocum (Ascomycota), nos últimos anos tem sido foco de esforços 

para estabelecer claramente suas relações filogenéticas (Chen et al., 2015; 2017; 

Hou et al., 2020). Diversas espécies de Didymellaceae foram reclassificadas e 

outras realocadas em gêneros como Epicoccum spp., isto com o objetivo de 

redefinir e evidenciar a natureza de suas relações evolutivas (Cheng et al., 2015; 

Hou et al., 2020). Por outro lado, recentemente Hou et al. (2020) realizaram uma 

revisão utilizando caracteres morfo-fisiológicos, e filogenéticos, através de uma 

abordagem a partir de regiões marcadores parciais de DNA LSU, ITS, rpb2 e tub2, 

contribuindo assim para a resolução de gêneros considerados polifiléticos, como é 

o caso de Epicoccum. 

Análises filogenéticas individuais da região ITS e o gene rpb2, não mostraram 

uma resolução filogeneticamente eficiente. Portanto, análises multigênicas foram 

necessárias para contribuir com a elucidação das relações filogenéticas de FMPV 

05. Com base em Hou et al. (2020), que determinaram que a análise das regiões 

marcadores tub2, rpb2 e ITS resolveu as relações do gênero Epicoccum spp., a 

combinação da análise filogenética dos loci ITS e rpb2 utilizada aqui, mostraram 

uma resolução eficiente nas relações filogenéticas de E. chloridis FMPV 05.  

 Conclusões 

As linhagens fúngicas marinhas E. chloridis FMPV 05 e A. sydowii FMPV 10 se 

mostraram promissoras na obtenção de extratos com presencia de compostos com 

atividade antimicrobiana, particularmente com atividade antifúngica contra 

patógenos de alto risco para a saúde humana categorizados pela OMS como C. 

albicans e Cr. neoformans e com atividade fraca por parte do FMPV 05 contra S. 



98 

 

 

aureus. Outras análises químicas e biológicas serão necessárias para elucidar as 

estruturas dos metabólitos produzidos por E. chloridis FMPV 05 e A. sydowii FMPV 

10, assim como seus principais mecanismos de ação contra os patógenos 

avaliados. 

Por outro lado, os caracteres morfológicos e moleculares se mostraram 

esclarecedores para de estabelecer as relações filogenéticas do fungo marinho E. 

chlorids FMPV 05. Análises multigênicas (ITS e rpb2), bem como os caracteres 

morfológicos contribuíram com a compreensão das relações dentro da família 

Didymellaceae.  E. chloridis conta com duas únicas linhagens reportadas até agora, 

um de ambiente continental na Austrália e a outra apresentada neste trabalho de 

ambiente marinho associado a recifes de corais. Destacamos que outros trabalhos 

podem contribuir ainda mais para o conhecimento sobre a distribuição desta 

espécie.  
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Abstract 

Marine fungi have gained prominence in recent decades for yielding potent 

compounds with diverse biological activities, including antimicrobial properties. That 

said, this study aimed to evaluate the secondary metabolites of the marine fungus 

Epicoccum chloridis FMPV 05 against important pathogens such as the fungi 

Candida albicans and Cryptococcus neoformans and the bacteria Escherichia coli, 

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus. Initially, 

ethyl acetate extract from the fungal culture's supernatant exhibited bioactivity. 

Subsequently, it was divided into two extracts, with the n-hexane fraction retaining 

activity. This fraction was further partitioned into five, with Fr-1 and Fr-2 showing 

promising results. The compounds within the fractions were noted using the 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS) technique, and identified compounds 

were evaluated for biological activities, virulence factor control, and mechanisms of 

action. Diketopiperazines (DKPs) and compounds such as p-hydroxybenzaldehyde 

stood out among the annotated compounds, suggesting implications in antimicrobial 

and virulence factor control effects. It was particularly significant for Cr. neoformans 

with minimum inhibitory concentration (MIC) values of 100 μg/mL and efficient 

control of biofilm inhibition and capsule destruction. Furthermore, hyphal formation, 

an important virulence factor of C. albicans, was controlled through the 

administration of fractions and a weak biofilm inhibition activity at the highest 

concentration used. Our findings underscore the potential of marine fungi in yielding 

candidate antimicrobials or adjuvants targeting virulence factors, thereby mitigating 

fungal infections. 

Keywords: 

Diketopiperazines, high-risk pathogens, biofilm disruption activity, capsule 
degradation.    
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1. Introduction 

In the pre-antibiotic period, infectious diseases were one of the main limiting 

factors for life expectancy (Adedeji 2016; Ouyang et al. 2021). Antibiotics gained 

prominence in the ancient host-pathogen evolutionary arms dispute in 1928, and the 

discovery of penicillin changed this poor reality (Melo et al. 2021). Currently, the 

tolerance and resistance of several emerging pathogens to existing antimicrobials 

have become one of the most relevant threats to human health (Davies 2010; 

Ouyang et al. 2021; Papon et al. 2022; Singulani et al. 2022). In addition to affecting 

human health, it compromises food security worldwide, becoming a public health 

problem and a global economic threat (Ferri et al. 2017; Li et al. 2021; Melo et al. 

2021).  

Species associated with the genus Candida, recognized as emerging 

pathogens, have gained prominence due to their escalating tolerance to established 

therapeutic compounds and the host’s immune system. This phenomenon has 

catapulted them into a severe global threat (Fisher et al. 2018; Kainz et al. 2020). 

Concomitantly, bacteria such as Staphylococcus aureus have caused more severe 

infections, leading to an increase in host mortality rates. Despite a 20% decrease in 

persistent colonization, this bacterium was responsible for over 100,000 deaths in 

2019 (Murray et al. 2022; Raheem and Straus 2019). The elucidation and in-depth 

comprehension of the mode of action of novel compounds assume a pressing and 

imperative stance in managing these pathogens.   
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Despite discovering novel antimicrobial agents there is still a pressing need 

to explore and obtain compounds with new chemical cores and modes of action that 

help control diseases caused by microorganisms, especially bacteria and fungi 

(Agrawal et al. 2021). Marine environments stand out in obtaining natural products 

with important biological activities. In this environment, at least 33,056 natural 

products are reported, of which 9,858 correspond to microorganisms and it is 

estimated that approximately 65% of them come from fungal origin (Conrado et al. 

2022; Orfali et al. 2021; Shin 2020; Voser et al. 2022; Wang et al. 2021). Recent 

studies show that the biosynthetic machinery of marine fungi is like a "Pandora's 

box" when it comes to the production and the discovery of new molecules, which 

may be helpful in the development of drugs or potential adjuvants with critical 

biological activities (Conrado et al. 2022; Durães et al. 2021; Vitale et al. 2022). 

The genus Epicoccum was reported in the marine environment for the first 

time by Abdel-Lateff et al. (2003) and Wright et al. (2003) from jellyfish-derived and 

marine algae-associated. The secondary metabolites (SMs) related to this fungal 

genus include polyketides, polyketide hybrids, diketopiperazines, siderophores, and 

carotenoids (Abdel-Lateff et al. 2003; Braga et al. 2018; Chang et al. 2021; 

Elkhateeb and Daba 2019; Kamat et al. 2023). The Epicoccum spp. produce a wide 

range of molecules (e.g., heterocyclic, phenolic, carotenoid pigments, etc.). 

Furthermore, many of these molecules exhibit numerous biological activities, such 

as antimicrobial, herbicide, antiviral, phytotoxic, antitumor, and antioxidant. Mainly, 
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marine strains of E. nigrum species have been extensively studied due to their 

production of bioactive molecules and biological activities (Qader et al. 2021; Yan et 

al. 2019; Zou et al. 2021).  

Given the lack of studies regarding the biotechnological potential of non-

nigrum species, the great potential of the genus Epicoccum for molecules of interest, 

and the potential of marine fungi as a source of new molecules, this study aimed to 

identify the secondary metabolites produced by the marine E. chloridis FMPV 05, 

evaluate their antimicrobial properties, assess their impact on virulence factors and 

their potential mechanisms of action against the pathogenic microorganisms 

Candida albicans ATCC® 90028, Cryptococcus neoformans ATCC® 208821, the 

Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus ATCC® 25904, and Gram-negative 

Escherichia coli ATCC® 25922, Proteus mirabilis  ATCC® 25933 and Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 27853.    

  

2.  Material and Methods  

2.1 Strain screening and molecular taxonomy  

The fungi E. chloridis FMPV 05 was isolated from the soft-coral Palythoa 

caribaeorum (Duchassaing and Michelotti, 1860), collected at the Ponta Verde coral 

reef (9°66′32″S35°69′82″W), Northeast Brazil, during the fall season (April/May - 

2014). The taxonomy identification was carried out by molecular methods, in which 

all data were previously published (Paulino et al. 2020).   
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For the molecular identification, the ITS region of rDNA and the rpb2 gene 

were amplified using the universal primers ITS1 and ITS4 (Schoch et al. 2012) and 

5F2 and 7cR, respectively (Liu et al. 1999; Sung et al. 2007; Tan and Shivas 2022).  

 

2.2 Extract obtention 

 

The fungal strain FMPV 05 was reactivated in potato dextrose agar (PDA) 

(HiMedia™). Then, the strain was inoculated in PDA supplemented with 1% yeast 

extract and incubated at 28 °C for 9 days. Subsequently, fragments of 1 cm2 were 

inoculated in 300 mL of liquid medium (2% glucose; 0.45% NaCl; 0.45% KCl; 0.1% 

yeast extract) and incubated at 25-28 oC for 14 days under static conditions (Senger 

et al. 2022). The mycelium and the supernatant were separated under vacuum 

filtration. The supernatant was initially processed by liquid-liquid extraction using 

ethyl acetate (EtOAc) solvent in the proportion (150:100 mL), respectively. 

Subsequently, the crude extract obtained in EtOAc was dried and subjected to a 

liquid-liquid partition using methanol and n-hexane. The resulting fractions were 

finally dried under reduced pressure (Rotary evaporator, Fisatom 803) and stored in 

glass vials. The fractions were tested for antimicrobial activity.  

 

2.3 Chemical analysis of fungal extracts 

 

2.3.1 Preparative High-performance liquid chromatography with UV-VIS SPD-20A 

detector (HPLC- UV) for fractionation 
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To determine the retention time (RT) and purity degree (%), a Shimadzu ® 

(Kyoto, Japan) High-Performance Liquid Chromatographer with UV-VIS SPD-20A 

Detector (HPLC- UV) model SIL-20AHT, with a Luna® 5 µm C18 100 Å column (250 

× 4.6 mm) and the wavelength (λ) 254 nm was used. All samples were previously 

dissolved in HPLC-grade methanol (1 mg/mL). In the mobile phase, a gradient of 

methanol and ultrapure acidic water (0.1% formic acid) was used in all HPLC- UV-

VIS Detector runs. The fractions were obtained by using a solvent gradient, which 

began with 7% methanol (MeOH) and was maintained for five minutes, reaching 

85% up to 60 min and then decreasing to 7% up to 110 min. A specific 

parametrization was assumed for analysis, being (a) 1 mg/mL for the sample 

concentration; (b) 1 mL/min for the flow rate; (c) 110 min total time; and (d) 5 µL for 

the volume injected. Finally, all retention time (RT) values were computed in minutes 

(min), while the absorbance was computed as milli-absorbance unities (mAU) (Beni 

et al. 2014; De Brito et al. 2017; Passos et al. 2020). 

 

2.3.2 Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis   

 A gas chromatograph (Shimadzu QP2010) coupled to a mass spectrometer 

(CG-MS) equipped with autoinjector COA-20i was used for sample analysis. The 

injection temperature was 250 ºC, and the splitless mode was applied. An RTx-5MS 

capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) was applied, and the mass spectra 

were obtained by electron ionization (EI) with an ionization energy of 70 eV. The 
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samples were previously solubilized in hexane (5 mg/mL). The injection volume of 

the samples was 1 µL, the injection temperature was 250 ºC, and the temperature 

program was the following: 60-240 ºC increasing 3 ºC/min, 240-310 ºC increasing 

15 ˚C/min, and maintained at 310 ºC for 10 min (isothermic). The carrier gas was 

helium, and the pressure was 79.7 kPa.  Retention indices (RI) were calculated using 

C8-C40 alkane standards (Sigma Aldrich). The constituents were identified by 

comparing the mass spectra registered with NIST, WILEY, and FFNSC libraries and 

the retention indices with the literature (Adams and Spackman 2007).   

 

2.4 Antimicrobial activity assay 

Disk diffusion and broth microdilution assays were performed according to the 

Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) for the establishment of quality 

control and reference strain, using the documents M02 13th ed. (CLSI 2018a), M07 

11th ed. (CLSI 2018b), M27 4th ed. (CLSI 2017) and M44 3rd ed. (CLSI 2018c). The 

target strains tested were C. albicans ATCC® 90028, Cr. neoformans var. grubii 

ATCC® 208821, S. aureus ATCC® 25904, E. coli ATCC® 25922, P. mirabilis ATCC® 

25933, and P. aeruginosa ATCC® 27853.  

The broth microdilution assay was used to determine minimum inhibitory 

concentrations (MIC). We used the pathogenic microorganisms that showed some 

degree of susceptibility in the disk diffusion test, including C. albicans ATCC® 90028, 

Cr. neoformans ATCC® 208821, and S. aureus ATCC® 25904. We then evaluated 
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the antimicrobial activity of the fractions (Fr-1 – Fr-5) for these microorganisms. The 

yeast inoculums were prepared for the minimum inhibitory concentration test in 

YEPD medium (0.5% yeast extract, 1% peptone, 2% dextrose and 2% agar). The 

bacteria inoculum was prepared by culturing the strains on brain heart infusion (BHI) 

(HiMedia™). The cell density was adjusted to a 0.5 McFarland scale with a UV/Vis 

1600 Spectrometer (Pro-Tools) with OD values ranging from 0.11-0.15 at 530 nm. 

Subsequently, the inoculums were diluted to 1:50, followed by 1:20 in RPMI 1640 

medium to obtain a final cellular concentration between 5.0 × 102 to 2.5 × 103 

CFU/mL. Serial dilutions were prepared in 96-well microplates with 100 µL of RPMI 

1640 medium (HiMedia™) in each well, performing the first in which the volume was 

196 µL, then adding an aliquot of the EtOAc extract diluted in DMSO to a 

concentration of 400 µg/mL and a final DMSO concentration of 2% in the first well. 

A 100 µL aliquot from the first well was transferred by serial dilutions to the 

subsequent 10 wells, obtaining final concentrations of 400 to 0.781 µg/mL (100 µL). 

The antifungal drug concentration ranges tested were 64–0.03 µg/mL (amphotericin 

B) and 64–0.125 µg/mL (fluconazole). The plates were incubated at 35 ºC for 24-48 

h. 

2.4.1 Determination of the minimum bactericidal/fungicide concentration 

(MBC/MFC) 

The determination of minimum bactericidal/fungicidal concentration was 

determined by subculturing 10 μl of the contents of the microtiter plate well greater 

than or equal to the lowest minimum inhibitory concentration on Mueller Hinton 
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agar/Sabouraud Dextrose agar respectively and incubated at 35 ºC for 24 h. After 

the incubation, the presence of growth in the petri dish was evaluated, and the 

minimum concentration without visible growth was taken as the minimum 

bactericidal/fungicidal concentration (Kebede et al. 2022). The test was done in 

triplicate.  

 

2.5 Cellular toxicity and virulence factor assessment 

 

2.5.1 Evaluation of disruption and inhibition of biofilm formation  

Disruption of biofilm formation of C. albicans, Cr. neoformans, and S. aureus 

by Fr-1 and Fr-2 was evaluated using a 96-well plate. The yeasts were cultivated in 

200 µL of Sabouraud broth and S. aureus in a BHI medium containing Fr-1 and Fr-

2 in 800 - 1.25 µg/mL concentrations. A culture medium was used with the 

microorganisms without extract as a negative control and 10 % DMSO as a positive 

control (biofilm disruptor). After incubating for 24 h at 28 °C for bacteria and 48 h for 

yeasts, the medium was carefully decanted to avoid disturbing the biofilm. Then, 100 

µL of the medium was added to all wells for microdilution. For each microorganism, 

the first well contained 196 µL of medium and 4 µL of fractions Fr-1 and Fr-2 and 

was incubated for 4 h.  

Afterward, the broth was decanted from each well and lightly washed with 

sterilized distilled water to avoid disturbing the biofilm. Once dried at room 

temperature, each well was stained with 100 µL of 0.1% crystal violet and held for 
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10 min. Then, the dye was decanted, and the wells were rewashed with sterilized 

distilled water and dried at room temperature. 100 µL of 33% acetic acid was added 

to each well and held for 30 min with gentle agitation to remove cell-bound crystal 

violet. The optical densities of the acetic acid solution were then measured at 595 

nm using a UV-vis spectrophotometer (Shimadzu, UV-1700) (Ajesh et al. 2013; 

Chatterjee et al. 2020). 

Pathogenic microorganisms and the fractions Fr-1 and Fr-2 were incubated 

for biofilm inhibition at time zero, ensuring prolonged exposure for 24 h for bacteria 

and 48 h for the yeasts. Subsequent procedures were performed as described in the 

assessment of biofilm disruption above. 

 

2.5.2 Hemolytic activity assay 

The hemolytic activity of the Fr-1 and Fr-2 were evaluated in human 

erythrocytes. For the experiment, 5 mL of fresh blood was washed with 15 mL of 

Phosphate Buffered Saline (PBS - pH 7.4) and centrifuged at 1,500 x g for 5 min at 

4 ºC (Hettich® mikro 220r centrifuge, Germany). Then, 2.0 g of erythrocyte pellet 

was suspended with 10 mL of PBS, and 1 mL of the suspension was diluted in a 

final volume of 25 mL containing approximately 5 × 107 cells/mL of erythrocytes in 

suspension. The test was done using the micro-dilution method, containing 196 μL 

in the first well of the erythrocyte solution and in wells 2-10, 100μL of the same 

solution. As a positive control, 100 μL of the erythrocyte solution containing Triton X-
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100 (1%) was used to obtain 100% hemolysis. Four microliters of Fr-1 and Fr-2 were 

added to the first well for a final volume of 200 μL. For each fraction, the test was 

done in triplicate. Once the serial dilution was made containing concentrations of 

1,000 μg/mL Fr-1, and 560 μg/mL Fr-2, respectively; then, the 96-well plates were 

incubated at 37 ºC for 30 min. Then, the suspension was centrifuged at 1,500 × g at 

4 °C for 5 min. The absorbance of the supernatant was read at 540 nm (BIOBASE-

EL10B Elisa Microplate Reader) (Endres et al. 2022; Kiss et al. 2010; Kumar et al. 

2011). The percentage of hemolytic activity was calculated as follows:  

Percentage of hemolytic activity = 
Absorbance of extract

Absorbance of positive control
𝑥100% 

 

2.5.3 Antioxidant assay 

The antioxidant activity was determined through the ability of the antioxidants 

present in Fr-1 and Fr-2 to scavenge the stable radical DPPH•. Fr-1 and Fr-2 to be 

tested were dissolved in MeOH and the solution (160 μL) was dispensed into wells 

of a 96-well plate. 40 μL of the DPPH• solution in MeOH (1.5 × 10−4 M) was added 

to each well. The mixture was stirred and allowed to stand for 30 min in the dark. 

Subsequently, the absorbance of the resulting solution was measured at 520 nm 

with a microplate reader (Molecular Devices, VERSAmax). Each sample was treated 

in triplicate with the same concentrations of the tested compounds. The scavenging 

activity on the DPPH• radical was expressed as IC50, considering the concentration 



135 

 

 

of the tested compound necessary to give a 50% decrease in absorbance of the 

blank solution consisting of MeOH (160 μL) and DPPH• solution (40 μL) (Leutou et 

al. 2014). 

 

2.5.4 Effect of E. chloridis FMPV 05 secondary metabolites on mitochondrial 

function (MTT assay)  

The activity of Fr-1 and Fr-2 was studied by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay to cell viability and 

cytotoxicity assays in the function of redox potential. Concisely, from the pre-

inoculum of the pathogenic yeasts C. albicans and Cr. neoformans, 100 μl of a 

suspension of 5 × 105 cells/mL in PBS were incubated with 2 μL of Fr-1 and Fr-2 at 

concentrations of 800 μg/mL and 560 μg/mL, respectively, separately for each 

microorganism 18 h at 37 °C in 96-well plates. Then, the supernatants were 

discarded and 100 μL of MTT (Invitrogen) were added to each well at a concentration 

of 0.5 mg/mL in RPMI 1640 medium (HiMedia™). The plates were incubated for six 

hours at 37 °C and once more, the supernatants were discarded. One hundred 

microliters of dimethyl sulfoxide (DMSO) were added to each well, and the dark 

formazan product formation developed by cells with active mitochondria was read in 

a 96-well plate reader at a wavelength of 550 nm. The medium containing the cells 

without exposure to the compounds of the fractions was used as a positive control. 
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The protocols were similar for the two pathogenic microorganisms tested (Moragues 

et al. 2003; Pinto et al. 2013). 

 

2.5.5 Study of inhibition of the development of C. albicans filaments 

The effect on the inhibition of pseudohyphae and hyphae formation in C. 

albicans was determined by the method proposed by Chatterjee et al. (2020). For 

the test, 10 mL of YEPD broth at 30 °C for 24˗48 h. Then, C. albicans was cultured 

under non-hyphal production-inducing conditions. An aliquot (1%) of the culture was 

inoculated into YEPD broth containing 10% fetal bovine serum (FBS) and incubated 

at 37 °C to induce hyphal growth. After transferring the inoculum for hyphal induction, 

the cultures were subjected to different concentrations (0.5, 1, and 2 × MIC) of the 

fractions Fr-1 and Fr-2. 10% DMSO was used as a positive control. After 4 h, an 

aliquot of 10-20 µL was placed into the Neubauer chamber and observed by light 

microscopy for cell counting and comparison (Ajesh et al. 2013; Carlisle and Kadosh 

2010; Chatterjee et al. 2020). 

 

2.5.6 Evaluation of the polysaccharide capsule through India Ink Stain and melanin 

productions of Cr. neoformans 

We used the India Ink test to determine whether the compounds present in 

Fr-1 and Fr-2 alter the polysaccharide capsule of Cr. neoformans (Atkinson et al. 
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2019). Based on the results obtained in the previously described minimum inhibitory 

concentration tests, we evaluated concentrations of 100 µg/mL- 6.25 µg/mL, 

containing the secondary metabolites of Fr-1 and Fr-2 and yeasts´ cultivation after 

48 h. We placed 15 µL from each well at the respective concentrations and their 

respective triplicates on a glass slide, covered it with a drop of India Ink, and 

observed it by optical microscopy at 100X. The images were obtained, and 

measurements of the diameters of the cells and the cells together with the capsules 

were made using the ImageJ software (Rasband 2018). For each concentration, we 

made 25 measurements of different cells and analyzed the data to determine the 

differences in the sizes of the polysaccharide capsules of Cr. neoformans cells. The 

assessment of melanin production for Cr. neoformans was performed, according to 

McTaggart et al. (2011), with minor modifications. Briefly, taking the MIC values for 

Cr. neoformans (see 2.4), concentrations lower than the MIC were used. These 

concentrations (in triplicate) of the fractions Fr-1 and Fr-2 were inoculated in the 

medium. Free inoculum of the fractions was used as the negative control. 

 

2.6 Potential mode of action 

2.6.1 Sorbitol protection assay   

Sorbitol was used as an osmotic protective agent for the yeast's cell wall and 

to evaluate the possible mechanisms involved in the antifungal activity of the Fr-1, 

and Fr-2, on the cell wall of the yeasts C. albicans and Cr. neoformans. The assay 
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was performed using the broth microdilution technique by CLSI guidelines for yeast 

(M27-A2), using 96-well plates containing the inoculum of the microorganisms tested 

in Sabouraud broth with sorbitol at a final concentration of 0.8 mM, and the test 

compound at a concentration final 800 µg/µL for Fr-1 and 560 µg/µL for Fr-2, 

amphotericin B was used as a controlled drug. Subsequently, the plates were 

aseptically sealed, incubated at 35 °C, and readings were taken at 2 and 7 days 

(Leite et al. 2014; Miron et al. 2014). 

 

2.6.2 Ergosterol binding assay-MIC    

The potential binding generated between the compounds present in Fr-1 and 

Fr-2 to yeasts´ membrane sterol was determined through this assay. For the test, a 

solution containing pulverized ergosterol was prepared at the time of execution (with 

the aid of a pre-sterilized porcelain mortar), later dissolved in DMSO (at a 

concentration not 10% of the final volume) and 1% Tween® 80, considering the 

desired concentration and volume. Finally, the obtained emulsion was homogenized, 

heated to increase its solubility, and diluted with the liquid culture medium. 

The concentration of 800 µg/mL for Fr-1 and 560 µg/mL for Fr-2 were tested 

against C. albicans and Cr. neoformans. For this, the test medium contains 

exogenous ergosterol (Sigma-Aldrich). Inoculum of 200 µL was prepared, 

individually containing the yeasts. The plates containing ergosterol were placed in 

the tested concentrations of 400 - 25 μg/mL and Fr-1, and Fr-2, in the already 



139 

 

 

described concentrations. Amphotericin B was used as the positive control, whose 

interaction with membrane ergosterol is already known. Plates were sealed and 

incubated at 35 °C. The plates were read after 24 h. This test was performed in 

triplicate and geometric mean values were calculated (Leite et al. 2014; Miron et al. 

2014).  

 

2.7 Statistical analysis   

The significance of the different biological activities and mechanisms of action 

evaluated was estimated using linear models (LMs). Fractions and/or concentrations 

were used as independent variables and test results (expressed as optical density, 

percentage, or count) were the dependent variables. The control of each test was 

included as the reference level of the independent variable. In addition, before the 

analysis, the residuals' normality and homoscedasticity assumptions were evaluated 

using the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. Graphs were built using the 

ggplot2 package (Wickham 2016). All analyses and visualizations were generated 

in the R software (RStudio Team 2020). 
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3. Results   

3.1 Chemical analysis of fungal extracts 

In this study, the marine fungus E. chloridis FMPV 05, cultivated in a liquid 

medium, provided two fractions of the supernatant material from the solvents EtOAc 

and n-hexane. Consequently, it was determined that the extract obtained from the 

organic solvent n-hexane was responsible for containing the SMs, which showed 

antimicrobial activity against studied pathogens. Subsequently, this active n-hexane 

fraction (182 mg) was separated into five fractions (Fr-1 to Fr-5) using preparative 

HPLC runs, yielding Fr-1 (27,0 mg  (14,84%), RT = 0-10 min); Fr-2 (14,1 mg (7,75%), 

RT = 10.5-22.0 min), Fr-3 (20,1 mg (11,04%), RT = 22.5-32.0), Fr-4 (57,1 mg 

(31,37%), RT = 32.5-60 min), and Fr-5 (36,1 mg (19,84%), RT = 90-110 min). 

Therefore, it was determined that the lipophilic fractions Fr-1 and Fr-2 (Fig. 1) 

showed the most active antimicrobial activity against the pathogens C. albicans, Cr. 

neoformans, and S. aureus. Lastly, these were analyzed by GC-MS to determine 

their chemical components.   
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Fig. 1 Total ion chromatogram of Fr-1 (A) and Fr-2 (B) (n-hexane extract) from E. chloridis FMPV 05. 
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From the fractions Fr-1 and Fr-2 were annotated 19 and 4 compounds, 

respectively (Fig. 2 and Supplementary Table 1). Thus, isoamyl acetate (14.80%), 

p-hydroxybenzaldehyde (20.85%), orcinol (5.37%) and diketopiperazine cyclo Leu-

Pro (12.62 %) and its isomer (21.15%), cyclo Phe-Val (6.22%) and cyclo Pro-Phe 

(4.50%) were annotated from Fr-1. From the fraction Fr-2, isoamyl acetate (60.65%), 

methyl p-hydroxybenzoate (35.86%), and octacosane (2.39%) were annotated.    

 

Fig. 2 Annotated chemical constituents of fractions (Fr-1 and Fr-2) of n-hexane extract of E. chloridis 

FMPV 05 by GC-MS. For Fr-1 the numbers (1, 2, 3, 4, 9, 11, 12, 15, 16,19), and Fr-2 numbers (1' 

and 3'), correspond to the peaks presented in the chromatograms Figure 1. A-B and supplementary 

Table 1. 

 

3.2. Antimicrobial activity   

The extracts obtained from E. chloridis FMPV 05 were previously screened 

against pathogens such as E. coli, P. mirabilis and P. aeruginosa (Gram-negative 

bacteria), as well as the Gram-positive S. aureus, and the unicellular fungi C. 

albicans and Cr. neoformans. Subsequently, microorganisms that showed some 

type of growth inhibition by the extracts were selected for the minimum inhibitory 
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concentration test (MIC). The n-hexane extracts showed activity against S. aureus 

with growth inhibition at the highest concentration tested (200 µg/mL), and against 

C. albicans (400 µg/mL) and Cr. neoformans, with growth inhibition at the highest 

concentration tested (100 µg/mL). 

After fractionation of the n-hexane extract, only Fr-1 and Fr-2 showed activity 

in the MIC test, and demonstrated growth inhibition against C. albicans, Cr. 

neoformans, and S. aureus at concentrations of 400 µg/mL, 100 µg/mL, and 200 

µg/mL, respectively (Table 1), which also corresponded to the minimum 

bactericidal/fungicidal concentrations (MBC/MFC). Then, Fr-1 and Fr-2 were 

considered the most promising and were the only ones evaluated in subsequent 

tests. 

Table 1. Antimicrobial activity of E. chloridis fractions. Minimum Inhibitory Concentration (MIC 

- µg/mL*). 

  Tested microorganisms 

n-Hexane frations C. albicans 

(MIC)* 
Cr. neoformans 

(MIC)* 
S. aureus 

(MIC)* 

Fr-1 400  100 200 
Fr-2 400 100 200 
Fr-3 NA NA NA 
Fr-4 NA NA NA 
Fr-5 NA NA NA 

Ciprofloxacin - - 1.25 
Amphotericin B 3.25 1.25 -  

Fluconazole 1.25 0.63  - 

NA: Not show antimicrobial activity. 
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3.3   Cellular toxicity and virulence factor assessment  

3.3.1 Hemolytic and antioxidant activities 

None of the tested concentrations exhibited a hemolytic effect on human 

erythrocytes. Although we noted a dose-dependent increase in hemolytic activity that 

was directly proportional, it is important to highlight that even at the highest 

concentrations investigated, the hemolytic activity remained insignificant. To 

evaluate the effect of the fractions Fr-1 and Fr-2 in combating oxidative stress, they 

were evaluated through DPPH•. The results show that the DPPH• inhibition 

concentration (IC50) for the two evaluated fractions was 2,755.9 for Fr-1 and 1,562.47 

for Fr-2 (μg/mL), showing weak antioxidant activity (IC50 > 1,000 µg/mL). 

 

3.3.2. Effect on mitochondrial function (MTT assay) 

Through the MTT assay, we found that the compounds present in Fr-1 and Fr-2 

did not affect the activity of mitochondrial reductase enzymes. A reduction in 

enzymatic activity was observed only at concentrations that presented MIC, 400 

μg/mL for C. albicans and up to 100 μg/mL for Cr. neoformans. It indicates no 

impairment in the energy generation capacity of the tested pathogenic yeast cells at 

the tested concentrations (400 μg/mL - 1 μg/mL). 
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3.3.3. Disruption and inhibition of biofilm formation 

 The strategy employed to evaluate biofilm disruption in the tested emerging 

pathogens yielded promising outcomes, particularly in the case of Cr. neoformans. 

The compounds within Fr-1 exhibited noteworthy Cr. neoformans biofilm disruption 

effects at lower concentrations, demonstrating activity up to 3 μg/mL. However, the 

extent of disruption, although lower than the positive control (PC = 10% DMSO). 

Notably, at concentrations above 12.5 μg/mL (p-value ≤ 0.01), the Fr-1 activity 

exceeded that of the PC, leading to over 50% biofilm disruption. In concentrations of 

200, 400, and 800 μg/mL, the disruption ranged between 71 and 78%. The disruption 

profile for Fr-2 followed a similar trend, with disruption exceeding that of the PC only 

at concentrations above 25 μg/mL (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Effect of compounds present in the fractions Fr-1 and Fr-2 produced by E. chloridis 

FMPV 05 on the disruption of biofilm formation for the emerging pathogens C. albicans ATCC® 90028 

and Cr. neoformans ATCC® 208821, PC (positive control). 

The tested fractions had no biofilm disruption activity for C. albicans and S. 

aureus. Specifically, the C. albicans biofilm showed a significant reduction (p-value 
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< 0.0001), only becoming significant at the 800 μg/mL concentration. Within Fr-1, it 

stopped biofilm formation by about 60%; whereas in the case of Fr--2, this halt 

reduced to around 37%. From a 400 μg/mL concentration in both fractions, the 

inhibition dropped to values around 15% (Supplementary Fig. 1). Conversely, S. 

aureus showed no disruption in biofilm inhibition at any concentration tested. 

Regarding the inhibition of biofilm formation, both Fr-1 and Fr-2 exhibited 

significant activity against Cr. neoformans. Compared to the PC, significant biofilm 

inhibition activity was observed for Fr-1 and Fr-2 at concentrations as low as 6 

μg/mL, effectively curtailing Cr. neoformans biofilm production (p-value ≤ 0.0001). 

The concentrations up to 25 μg/mL, in biofilm formation for both fractions decreased 

to 45%. Concentrations greater than 50 μg/mL led to inhibition greater than 50%, 

like the control. Concentrations above 100 μg/mL were excluded from consideration 

due to the prior demonstration of favorable antimicrobial activity through prolonged 

compound exposure (Fig. 4).  

 



147 

 

 

 

Fig. 4 Effect of compounds present in the fractions (Fr-1 and Fr-2) produced by E. chloridis FMPV 05 

on the inhibition of biofilm formation for the opportunistic pathogen Cr. neoformans ATCC® 208821. 

PC (positive control). 

On the other hand, for C. albicans and S. aureus, biofilm inhibition activity was 

only discernible at concentrations that correlated with the minimum inhibitory 

concentration (MIC), suggesting no biofilm inhibition but cell death. Notably, no 

biofilm inhibition activity was observed at other concentrations (Supplementary Fig. 

2 and 3).  

 

3.3.4 Inhibition of pseudohyphae and hyphae formation 

In comparison to the control group (medium lacking inhibitor), a significant 

reduction in the production of pseudohyphae and hyphae formation in C. albicans 

promoted by Fr-1 and Fr-2 at concentrations of 200, 400, and 800 μg/mL (p-value ≤ 
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0.0001). These concentrations reduced 68%, 75%, and 100% in the production of 

pseudohyphae and hyphae in C. albicans, respectively. However, at the lowest 

concentrations, there was no significant pseudohyphal reduction (p-value > 0.05). 

   

3.3.5. Polysaccharide capsule and melanin production by Cr. neoformans 

  

The cells of Cr. neoformans have a polysaccharide capsule, considered a 

major virulence factor of this and several other pathogens. Upon exposure to Fr-1 at 

concentrations of 50 μg/mL (Supplementary Fig. 4), yeast cells exhibited a 

substantial reduction of the polysaccharide capsule (p-value ≤ 0.0001). The capsule 

was almost wholly reduced compared to cells not exposed to Fr-1 (control). 

However, no significant difference was observed at concentrations ≤ 25 μg/mL 

compared to the control. Likewise, it was determined through the evaluation test of 

melanin production using the Niger seed agar medium, a method commonly 

employed for rapid identification of Cr. neoformans and other pathogenic species 

within the genus. Notably, it was determined that none of the tested fractions (Fr-1 

and Fr-2) exhibited any inhibition of melanin production in Cr. neoformans.      
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3.4.  Antimicrobial mode of action  

3.4.1 Sorbitol protection              

The MIC profile presented by Fr-1 and Fr-2 in the sorbitol assay was increased. 

In the case of C. albicans, the positive osmoprotective effect of sorbitol was observed 

with a MIC of 400 μg/mL for both fractions in the absence of sorbitol within the 

medium. In contrast, when subjected to the sorbitol assay, the MIC increased to 800 

μg/mL for Fr-1 and 600 µg/mL for Fr-2. Regarding Cr. neoformans, the effect of Fr-

1 and Fr-2 was even more notable, as they presented a MIC of up to 100 μg/mL in 

the sorbitol-free medium, while in the sorbitol-containing medium, the MIC was 400 

μg/mL for Fr-1 and 300 μg/mL for Fr-2. 

    

3.4.2 Ergosterol binding   

The activity of the fractions Fr-1 and Fr-2 tested in the presence of exogenous 

ergosterol showed an increase in MIC for each of the tested pathogenic yeasts. In 

the case of C. albicans, from the test without resemblance of exogenous ergosterol, 

the fractions even inhibited growth up to a concentration of 400 μg/mL, whereas, in 

the presence of exogenous ergosterol, growth was observed up to the maximum 

tested concentration of 800 μg/mL for both tested fractions. It indicates that the 

stability of its membranes was favored, and it could tolerate the compounds present 

in the two fractions. For Cr. neoformans, where the antifungal activity measured by 
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the medium without exogenous ergosterol reached 100 μg/mL, an increase in the 

MIC was shown in the test where the medium contained ergosterol, reaching an 

increase in yeast growth for Fr-1 up to a concentration of 200 μg/mL and 400 μg/mL 

for Fr -2.         

 

4. Discussion 

4.1.  Secondary metabolites and antimicrobial activity 

The diketopiperazines (DKPs) produced by E. chloridis FMPV 05, cycle Pro-

Leu, its isomer cycle Pro-Leu, cycle Phe-Val, and cycle Pro-Phe, are a substantial 

part of the molecules that showed antimicrobial activity in this work, mainly against 

the fungus pathogenic Cr. neoformans. Previously, these DKPs were reported for 

the terrestrial fungi Talaromyces pinophilus AF-02, where antibacterial activity was 

evaluated against S. aureus and other bacteria showing weak activity (Zhai et al. 

2015). They were also produced by Aspergillus sydowii obtained through the One 

Strain Many Compounds (OSMAC) approach, from which their acetylcholinesterase 

(AChE) inhibiting activity was evaluated (da Silva Lima et al. 2018). In the marine 

environment, Streptomyces spp. and Bacillus subtilis bacteria show synergistic 

activities against human pathogens (Makarasen et al. 2018; Wang et al. 2010).    

DKPs are organic compounds that contain two oxygen atoms of piperazine 

and are obtained from amino acids. Since the 1970s, these compounds have been 

isolated from fungal sources, particularly associated with Epicoccum genus 
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(Deffieux et al. 1978). DKPs have several activities, including antiviral, antitumor, 

and immunosuppressive. Specifically for the Epicoccum genus, DKPs such as 

Epicoccin, Epicorazine, Ent-epicoccus G, Rostratin A, cyclo Pro-Val, cyclo Pro-Ile, 

cyclo Pro-Phe, cyclo Pro-Tyr, and N-(2-phenylethyl)acetamide have been reported 

to have anti-inflammatory and antimicrobial activities, as well as, inhibitory effects on 

the HIV-1 replication (Guo et al. 2009; Qader et al. 2021; Song et al. 2021; Wang et 

al. 2010;  Zhang et al. 2007).   

The DKPs produced by E. chloridis present in fractions Fr-1 and Fr-2, are 

potentially compounds that play a role in antimicrobial activity and in the control of 

virulence factors and potential modes of action evaluated. The DKPs cyclo Phe-Pro 

and cyclo Leu-Pro results were particularly promising for Cr. neoformans, 

constituting the first report on the production and evaluation of antimicrobial activity 

and against virulence factors of these DKPs from marine fungi.  

These DKPs were isolated by Rhee (2004), from a bacterial strain associated 

with the genus of Streptomyces spp., where it was determined that cyclo Phe-Pro 

and cyclo Leu-Pro showed synergistic antimicrobial activity against S. aureus (50 

μg/mL), C. albicans (64 μg/mL) and Cr. neoformans (above 256 μg/mL). These 

findings corroborate our results where DKPs as major constituents of Fr-1, showed 

similar results, showed greater efficiency for Cr. neoformans at a concentration of 

100 μg/mL. 

Reports of DKPs annotated in our analyses have been mainly associated with 

bacteria. Wang et al. (2010) isolated some isomers of DKPs cyclo (S-Phe-S-Pro) 
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and cyclo (S-Leu-S-Pro) obtained from marine bacteria Bacillus subtilis had 

synergistic effects in inhibiting the growth of pathogens tested by us in this work at 

concentrations of 0.25 mg/L - 0.50 mg/L. Other antimicrobial activities of DKPs, cyclo 

L-Pro-L-Val, cyclo D-Pro-D-Phe, and cyclo L-Pro-L-Leu, have been reported mainly 

for pathogenic Gram-positive bacteria and against fungi phytopathogenic 

filamentous (Long et al. 2011; Xu et al. 2009).  

Song et al. (2021) reviewed the DKPs produced by marine organisms and 

found that out of 241 marine-derived DKPs, about 83% (n = 199) were of fungal 

origin. The DKPs cyclo (Pro-Phe) and cyclo (Pro-Leu) produced by E. 

chloridis FMPV 05 were also reported as compounds obtained from the 

psychrophilic yeast Glaciozyma antarctica PI12, found in the marine environment in 

Antarctica. However, these reported compounds have not been subjected to 

bioactivity testing (Bharudin et al. 2018).  

Bofinger et al. (2017) evaluated the coexistence of the Gram-negative 

bacteria Cronobacter sakazakii and the Gram-positive Bacillus cereus by obtaining 

metabolic profiles of the microorganisms separately and together. They produced 

DKP cyclo Pro-Leu in all cases. The bacteria use as a communication mechanism 

to explain their coexistence in the same niche in industrial environments and 

participate in the maintenance of biofilms. The DKP cyclo Phe-Val, also present in 

Fr-1 of E. chloridis FMPV 05, was reported in secondary metabolites obtained from 

the ethyl acetate extract by the bacteria of the genus Sulfitobacter sp. M44, collected 
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at seabed depth in the East China Sea. However, no biological activity was 

evaluated in this work (Long et al. 2011). 

The annotated DKPs of E. chloridis cycle Pro-Leu, and its isomer, cycle Phe-

Val, and cycle Pro-Phe, have been reported for marine and terrestrial filamentous 

fungi. However, we did not find in any of these reports evidence that these DKPs 

coming from filamentous fungi, mainly marine ones, showed antimicrobial activity, 

particularly antifungal activity against Cr. neoformans (Ortiz and Sansinenea 2017; 

Hassani et al. 2022; Song et al. 2021; Xu et al. 2009; Youssef et al. 2019).  

Additionally, p-hydroxybenzaldehyde and the benzenoid compound 

methylparaben have been widely reported as secondary metabolites in plants and 

other organisms, as well as related p-hydroxybenzaldehyde from the oxidative 

degradation of hardwood lignin (Baker et al. 1968; Kang et al. 2014; Lin et al. 2020; 

Parameswaran et al. 1997). 

 

4.2  Hemolytic activity and cellular toxicity             

 The annotated SMs of E. chloridis FMPV 05, mainly the significant compounds 

such as DKPs Pro-Leu cycle, its isomer Pro-Leu cycle, Phe-Val cycle, and Pro-Phe 

cycle, showed no hemolytic effect on human red blood cells, nor changes in function 

mitochondrial metabolism through the MTT test. Cytotoxic effects have been 

reported for DKPs against various cancer cell lines; for example, cyclo-(Phe-Val) 

DKPs identified from the marine fungus Penicillium oxalicum via the MTT assay 

inhibited the growth of HepG II and LNCaP cell lines at relatively high concentrations. 
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minimums of 50 μg/mL (Xu et al. 2009). In the research by Hawas and El-Kassem 

(2019), DKPs identified from the marine fungus Penicillium chrysogenum were 

tested against 12 cancer cell lines. The authors restored the activity of the alkaloid 

haenamindole DKPs against colon cancer cells-38.      

Other findings in the literature show cytotoxic activity exerted by DKPs 

focused on cancer cell lines from compounds identified from marine and terrestrial 

fungal filaments (Bojarska et al. 2021; Braga et al. 2018; Fátima et al. 2016; 

Yurchenko et al. 2016). 

 

4.3. Control of virulence factors and potential modes of action        

The DKPs annotated from E. chloridis FMPV 05 cycle Pro-Leu and its isomer, 

cycle Phe-Val, and cycle Pro-Phe, proved to be potential products in controlling 

different virulence factors produced by Cr. neoformans and C. albicans. Pathogenic 

microorganisms have molecular and cellular mechanisms, known as virulence 

factors, that give them an advantage in infection. These mechanisms allow them to 

tolerate or subvert the host’s defense systems or antimicrobial agents.  However, 

these can be targeted or modulated rather than targeting the pathogen itself, which 

may represent a new approach to antimicrobial development (Mayer and Kronstad, 

2017). The biofilm formation is responsible for about 65% of microbial infections 

(Jamal et al. 2018) and among the compounds most used for biofilm inhibition are 

phenols, imidazoles, furanone, indole, and bromopyrrole (Di Somma et al. 2020).   
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The DKPs annotated from E. chloridis FMPV 05 showed significant results of 

both the inhibition and the disruption of the Cr. neoformans biofilm. They prove to be 

efficient in both scenarios and project themselves as relevant compounds in 

controlling the virulence factors of this emerging pathogen, which is currently 

considered one of the most critical fungi by WHO (Fisher and Denning 2023). DKPs 

such as cis-Cyclo (Leucyl-Tyrosyl) were identified from the marine fungus Penicillum 

sp. F37 inhibited up to 85% of biofilm formation in Staphylococcus epidermidis 

(Scopel et al. 2013). The bacteria Vibrio vulnificus produced the DKPs Cyclo(L-

PheL-Pro), also produced by E. chloridis in this work, which showed activity of biofilm 

inhibition, through the inhibition of gene expression and finally of the OmpU protein, 

involved in the pathogenicity processes of E. coli (Park et al. 2006). Other DKPs 

have also been reported as weak inhibitors of B. subtilis and S. aureus biofilm 

(Chatterjee et al. 2020; de Carvalho and Abraham 2012; Durães et al. 2021). 

 The fractions Fr-1 and Fr-2 also inhibited efficiently the formation of hyphae 

and pseudohyphae in C. albicans. This yeast is considered an opportunistic 

pathogen with several virulence factors, including the formation of hyphae and 

pseudohyphae, which can favor its pathogenicity (Carlisle and Kadosh 2010; Kainz 

et al. 2020; Karkowska-Kuleta et al. 2009; Lu et al. 2014; Stempinski et al. 2023: 

Zuzarte et al. 2011). The concentrations ≥ 200 μg/mL inhibited the formation of 

hyphae and pseudohyphae by approximately 70%, indicating that we may be facing 

a promising compound or molecule that can be used to control this important 
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virulence factor of C. albicans, no reports of annotated DKPs against inhibition of 

hyphae or pseudohyphae in fungi were found. 

Likewise, our assessment of virulence factors evidenced that DKPs annotated 

as potential MSs responsible for bioactivity showed that Cr. neoformans is strongly 

affected by the reduction of the polysaccharide capsule. We did not find any report 

in the literature that indicates that DKPs have been evaluated against the capsule or 

any of its constituents, mainly Glucuronoxylomannan (GXM) and 

Glucuroxylomannogalactan (GXMGal). The capsule contributes to the virulence of 

the fungus (Boral et al. 2018; Casadevall et al. 2019). In contrast, the annotated 

compounds did not influence the synthesis of the melanin pigment in Cr. 

neoformans. This pigment reduces the effectiveness of the compounds synthesized 

by E. chloridis FMPV 05, since it is known that melanin significantly reduces the 

activity of antifungals, as reported for amphotericin B and caspofungin (Martinez and 

Casadevall 2015).  

 

4.4. Antimicrobial potential modes of action            

 When evaluating the protective effects of ergosterol and sorbitol on fungal 

cells of the pathogens Cr. neoformans and C. albicans, a positive result of 

osmoprotection was observed. The annotated compounds considerably reduced 

their MIC effectiveness, even inhibiting growth for C. albicans up to the maximum 

concentration used. The cell wall of yeasts is generally structured with multiple layers 
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of compounds, mainly mannoproteins, which modulate the molecular architecture of 

the cell wall (Leite et al. 2014, Pippi et al. 2019; Ribeiro et al. 2021). These results 

indicate that the possible mechanism of action of the compounds found in the 

fractions targets the cell walls of C. albicans and Cr. neoformans. The protective 

effect of sorbitol has already been reported in the literature for Candida and 

Cryptococcus species as an indicator in the determination of several compounds 

that act on the cell wall of these fungi (Almeida et al. 2020; Alves et al. 2017; 

Makarasen et al. 2018; Mani-López et al. 2021).      

 Ergosterol is a sterol that makes up the cell membrane of fungi and other 

organisms, which provides stability and maintains cell structure, as observed in the 

results obtained for Fr-1 and Fr-2. Several antifungals, such as azoles and 

allylamines, are related to the inactivation of enzymes involved in the synthesis of 

ergosterol, generating an accumulation of methylated fatty acids that lead to 

membrane instability and fungal death. These results, together with the response to 

the presence of sorbitol as a protective agent, suggest that the potential mechanisms 

of action of the E. chloridis fractions are related to the membrane and cell wall of the 

tested pathogenic fungal cells (Boral et al. 2018; Makarasen et al. 2018; Pippi et al. 

2019).     
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5. Conclusions 

 This is the first report of this species E. chloridis in the marine environment. 

Our results show that the mycocompounds produced by strain FMPV 05 have high 

antimicrobial potential against the pathogenic fungi microorganisms C. albicans and 

Cr. neoformans and the bacteria S. aureus. Of the secondary metabolites obtained, 

we highlight the DKPs cyclo Pro-Leu, Isomer cyclo Pro-Leu, cyclo Phe-Val, and cyclo 

Pro-Phe, as potential compounds with activity against the tested emerging 

pathogens. The compounds produced by E. chloridis FMPV 05 were efficient in 

controlling the tested virulence factors, mainly from Cr. neoformans, which was much 

more susceptible to the SMs produced by E. chloridis FMPV 05. We also emphasize 

that potentially, the DKPs produced by E. chloridis FMPV 05 are tentatively directed 

to act on the fungal wall and membrane. However, further chemical and biological 

analyses of these compounds can be performed to clarify their specific targets.  
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Supplementary Material   

 

 

Supplementary Fig. 1 Effect of compounds present in the fractions Fr-1 and Fr-2 produced by E. 

chloridis FMPV 05 on the disruption of biofilm formation for the emerging pathogens C. albicans 

ATCC® 90028 and Cr. neoformans ATCC® 208821, PC (positive control). Calculated with references 

to optical densities (OD) measured for the spectrophotometry. 
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Supplementary Fig. 2 Effect of compounds present in the fractions Fr-1 and Fr-2 produced by E. 

chloridis FMPV 05 on the inhibition of biofilm formation for the emerging pathogens C. albicans 

ATCC® 90028, Cr. neoformans ATCC® 208821 and Gram-positive bacteria S. aureus ATCC®25904, 

PC (positive control). Calculated with references to optical densities (OD) measured for the 

spectrophotometry. 

 

Supplementary Fig. 3 Effect of compounds present in the fractions Fr-1 and Fr-2 produced by E. 

chloridis FMPV 05 on the inhibition of biofilm formation for the emerging pathogens C. albicans 

ATCC® 90028, Cr. neoformans ATCC® 208821, and Gram-positive bacteria S. aureus ATCC® 25904, 

PC (positive control). 
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Supplementary Fig. 4 Effect of compounds produced by E. chloridis FMPV 05 on the reduction of 

the Cr. neoformans ATCC® 208821 capsule. Cell culture without the evaluated agent was used as 

control. a. Capsule diameter in micrometers (μm) and b. Decrease in capsule diameter in percentage. 

 

Supplementary Table 1. Chemical constituents annotated from Fr-1 and Fr-2 from E. chloridis FMPV 
05 by GC-MS 

 Peak RT (min) Compound Area (%) RIa 

Fr- 1 1 4.07 Isoamyl acetate 14.80 - 

2 21.23 p-Hydroxybenzaldehyde 20.85 1372b 

3 21.77 Orcinol 5.37 1385 

4 22.44 Tetradecane 1.07 1400 

5 26.66 NI 3.38 1505 

6 26.95 NI 1.12 1513 

7 27.81 NI 0.94 1536 

8 28.05 NI 2.60 1543 

9 30.32 Hexadecane 0.49 1600 

10 38.53 NI 1.08 1832 

11 41.21 Cyclo Leu-Pro 12.62 1912c,d 

12 41.83 Cyclo Leu-Pro (isomer) 21.15 1932 c,d 

13 42.50 NI 1.03 1953 

14 51.35 NI 0.66 - 

15 51.68 Cyclo Phe-Val 6.22 2259e 

16 54.84 Cyclo Pro-Phe 4.50 2375d,e 

17 56.84 NI 0.44 2451 

18 59.40 Dioctyl phthalate 0.18 2551 
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19 66.38 Octacosane 1.51 2816 

Fr- 2 1’ 4.01 Isoamyl acetate 60.65 - 

2’ 14.20 NI 1.10 1199 

3’ 25.04 Methyl p-hydroxybenzoate 35.86 1466f 

4’ 66.39 Octacosane 2.39 2816 

NI: not identified; RT: retention time; RI: retention indices on RTx-5MS capillary column. Leu: leucine, Ile: 

isoleucine; Pro: proline; Phe: phenylalanine; Val: valine. References: aAdams, 2007, bWu et al., 1991, cBofinger 

et al., 2017, dXu et al., 2009; eKim et al., 2014; fLalel et al., 2003. 
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Abstract       

Filamentous fungi from the marine environment are synthetic machinery of 
secondary metabolites (SMs) that can contribute to treating emerging pathogens 
with biological potential. Aspergillus sydowii is a cosmopolitan species of filamentous 
fungi that establishes relationships with hosts as part of their microbiota. The 
synthesis of SMs can be limited using common cultivation strategies in the 
laboratory. The One Strain Many Compounds (OSMAC) strategy promotes the 
reactivation of silenced biosynthetic routes, allowing the synthesis of new molecules 
with biological potentials of interest. Synthesis of SMs by strain A. sydowii FMPV 10 
were obtained through OSMAC with culture media containing glucose or chitosan as 
carbon sources, producing various molecules from different chemical classes. These 
molecules demonstrated antagonistic activity against the pathogenic fungi C. 
albicans and Cr. neoformans. The extract obtained with ethyl acetate containing 
glucose as a carbon source (AsG-EtOAc) was responsible for the antagonism, and 
from this, 21 compounds were annotated through ESI-MS. The most representative 
were sulfolithocholic acid (13a) in cation mode and aspergoterpenin C (4b) in anion 
profiling as the potential compounds responsible for weak antifungal activity against 
C. albicans and strong activity against Cr. neoformans. The compound (13a) has no 
reports in the literature on biological activities nor of fungal origin. In contrast, the 
compound (4b) is reported to be produced by fungi and with reports for marine 
strains of A. sydowii. It was not possible to annotate other compounds produced. 
SMs obtained with the medium containing chitosan as a carbon source did not 
present antimicrobial activity against the pathogens tested; however, the annotated 
compounds are not reported in the literature associated with fungi. The use of the 
OSMAC strategy shows a synthesis of different compounds, and it cannot be ruled 
out that these compounds may present other biological activities.    

 

Keywords: Antimicrobial activity; coral reef;; secondary metabolites.    
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1. Introduction 

Likewise to numerous species within the genus, Aspergillus sydowii is a 

cosmopolitan filamentous fungi established in different ecological niches that can be 

found in a variety of environments, including soil, freshwater water, plant derived 

material, desertic, hypersaline and arctic environments (Abdel-Azeem et al., 2016; 

Cong et al., 2017; Mohamed et al., 2021; Pennerman et al., 2016). The life cycle of 

A. sydowii is essentially terrestrial, being unable to fully develop its life cycle in 

marine environments, where they have been isolated from mangroves, coral reefs, 

estuaries, and marine animals (de Silva Lima et al., 2018; Gao et al., 2017; Kumar 

et al., 2021; Smith et al., 1996). In marine environments, it has been noted for 

participating in pathogenic processes (aspergillosis) in corals of the Gorgonias 

genus, being associated with 90% of the mortality of these corals (Alker et al., 2001; 

Geiser et al., 1998; Hayashi et al., 2016; Soler-Hurtado et al., 2016). Additionally, it 

has also been related to various diseases in a wide range of organisms (Amin et al., 

2019).   

In the study performed by Vadlapudi et al. (2017), 807 secondary metabolites 

were listed from unique species of Aspergillus genus, in which 30 of these 

compounds have been associated with A. sydowii species. Secondary metabolites 

from A. sydowii have been identified with potential applications in biotechnology, 

medicine, and agriculture fields (Amin et al., 2019; Ganesh Kumar et al., 2021; Liu 

et al., 2019; Wang et al., 2018). These secondary metabolites exhibit outstanding 
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and diverse biological activities, such as antimicrobial, cytotoxic, antiviral, anti-Ab 42 

aggregation, phytocidal, anti-diabetic, anti-inflammatory, mycobacterium 

tuberculosis protein tyrosine phosphatase (Mtb PtpA) inhibitory, and antioxidant 

activities (Amin et al., 2019; Chung et al., 2013; Liu et al., 2013; Liu et al., 2019; 

Kumar et al., 2021; Wang et al., 2018; Zhang et al., 2008). 

Microbial secondary metabolites (MSMs) are associated with the environmental 

conditions and their relationship with the hosts. These metabolites result from 

constant evolutionary processes involving complex enzymatic pathways. However, 

the discovery of new compounds with unprecedented structures and outstanding 

biological applications has diminished. It is related to the silencing of biosynthetic 

pathways caused by the use of conventional culture media and isolation procedures 

(Bode et al. 2002; Lima et al., 2018; Özkaya et al., 2018; Pan et al., 2019). Two 

decades after the study performed by Bode et al. (2002), one of the simplest and 

most effective approaches to promoting the acquisition of new MSMs from the 

reactivation of these silenced biosynthetic pathways is the OSMAC (One Strain 

Many Compounds) methodology (Silva Lima et al. 2018; Özkaya et al. 2018; Pan et 

al. 2019).  

The emergence of new pathogens, as well as the increased number of resistance 

cases to treatments towards existing conventional antimicrobials, has generated the 

focus on recent decades on the need to develop new strategies for their control and 

treatment, aiming at the search for new compounds with bioactive properties from 
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microbial products (David et al., 2015; Kamat et al., 2023; Salvatore et al., 2018). 

Remarkably, filamentous fungi have established themselves in the pharmaceutical 

field as potential biosynthetic factories for a plethora of structurally diverse natural 

products with multiple biological activities (Salavatore et al., 2018; Orfali et al., 2021). 

Considering this, this work aims to evaluate the production of MSMs by the fungus 

A. sydowii FMPV 10 and determine their structures and biological activities. 

2. Material and Methods 

2.1  Strain and screening     

The fungus Aspergillus sydowii FMPV 10 was isolated from Haliclona chlorilla 

sponge collected at Ponta Verde coral reef (9 ° 66 ′ 32 ″ S 35 ° 69 ′ 82 ″ W), Maceió 

city, Brazilian Northeast, during the fall season (April~May/2014). Molecular 

methods were utilized to potentially identify the taxonomy and these data have been 

previously published (Paulino; Félix; Landell, 2020).   

 

2.2 Metabolites extraction for the OSMAC strategy    

 The OSMAC strategy was used to obtain FMPV 10 SMs (Bode et al., 2002), 

in which the cultivation conditions were varied by modifying the carbon source, and 

then two carbon sources were used (glucose and chitosan). The cultivation and 

obtaining of SMs was carried out as follows: A. sydowii FMPV 10 was reactivated on 

potato dextrose agar (PDA) (HiMedia™) and its purity was posteriorly confirmed. 
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Consecutive inoculations were performed to obtain the extracts. Initially, a solid 

medium containing PDA supplemented with yeast extract (1%) was inoculated and 

incubated at 27 °C ± 0.2 for nine days. At the end of the period, 1 cm2 fragments 

were inoculated in Erlenmeyer flasks with 500 mL of liquid medium (AsGlu) 

containing (2% glucose, 0.45% NaCl, 0.45% KCl, and 0.1% yeast extract), and 

incubated at 27 °C ± 0.2 under static conditions for 14 days and in the absence of 

light (Senger et al., 2022; Wu et al., 2014; Vinale et al., 2013). For the medium with 

chitosan as a carbon source (AsChi) (chitosan 2%; NaCl 0.45%; KCl 0.45%; yeast 

extract 0.1%), the same conditions as previously described were used. 

 Subsequently, the mycelium was separated from the supernatant by vacuum 

filtration.  A liquid-liquid extraction was performed using the supernatant and organic 

solvent ethyl acetate (EtOAc) in a 1.5:1.0 proportion (v/v), respectively. The EtOAc 

extract was then dried under reduced pressure using a rotary evaporator (Fisatom 

803), stored in glass bottles, and dried at the same temperature as that used for 

obtaining the extract in a dry heat drying oven. Once the extracts were obtained, 

their masses were determined to carry out biological activity tests. 

 

2.3 Analysis chemical of fungal extracts 

 The analyses of A. sydowii extracts using the OSMAC strategy were carried 

out using ESI-QTOF MS/MS in positive (H)+ and negative (H)-. Each extract was 

evaluated. The peak masses that were obtained from these extracts were then 
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compared with the data in the Human Metabolome Database (HMDB), and recorded 

compound annotation.  

  

2.3.1 Liquid chromatography–mass spectrometry (ESI-QTOF MS/MS) 

2.4 Antimicrobial activity assay  

 The antimicrobial potential of secondary metabolites (SMs) synthesized by A. 

sydowii FMPV 10 was evaluated using the broth microdilution (MIC) assay against 

some critical pathogens as categorized by the World Health Organization (WHO): 

Candida albicans ATCC® 90028 and Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC® 

208821. 

 For these tests, the pathogens were cultivated for 48 h at a temperature of 27 

°C ± 0.2 in the YEPD medium (yeast extract 0.5%, peptone 1%, dextrose 2% and 

agar 2%). After the growth period, individual inoculums were prepared for the fungi 

as follows: isolated colonies were suspended in a saline solution (0.48% NaCl), and 

the optical density of the suspension was adjusted to a McFarland scale of 0.5, using 

a UV/Vis 1600 spectrometer (Pro-Tools) with values ranging from 0.11 to 0.15 at 

530 nm. The inoculum were then diluted 1:50, followed by 1:20 in RPMI 1640 

medium, aiming to obtain a final concentration from 5.0 x 102 to 2.5 x 103 UFC/mL. 

 Serial dilutions were performed in 96-well microplates by distributing 100 µL 

of RPMI 1640 medium (HiMedia™) containing the fungal inoculum in each well 

between columns 2-11. In column one, the volume was 196 µL, to which was added 
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4 µL of the extract obtained from FMPV 10 in ethyl acetate (EtOAc), previously 

diluted in pure DMSO and calculated to an initial extract concentration of 400 µg/mL 

(final DMSO concentration of 2%). Serial dilutions were then carried out, 

homogenizing the volume of 200 µL from the first well and taking an aliquot of 100 

µL transferred serially between the wells of columns 1-10, resulting in extract 

concentrations ranging from 400 to 0.781 µg/mL. Columns 11 and 12 were used as 

positive and negative controls, containing inoculum with the tested pathogen and 

sterile medium without inoculum, respectively. For control, amphotericin B in 

concentration ranges of 16 -0.03 µg/mL and fluconazole at ranges of 64 -0.125 

µg/mL were used. The assay was carried out in triplicate, following the manual M27, 

4th ed. (CLSI, 2017). 

 

2.5. Determination of the minimum fungicide or fungistatic concentration 

 To determine the minimum fungicidal or fungistatic concentration, a 

subculture of the medium was performed. An aliquot of 10 μL from the contents of 

the wells of the microdilution plate, where the minimum inhibitory concentration was 

presented, was seeded onto plates containing Mueller Hinton agar medium and 

incubated at 35 ºC for 24 - 48 hours. After incubation, the presence of growth was 

evaluated, in which the concentration without growth was considered the minimum 

fungicidal concentration. If growth was observed, it was considered fungistatic. This 

test was carried out in triplicate for each concentration (Kebede et al., 2022). 

 



182 

 

 

3. Results  

3.1 Chemical and biological profiles of extracts of fungal A. sydowii FMPV 10 

 The masses obtained for the volume of 2.5 L of preformed medium with A. 

sydowii were 160 mg for AsGlu, while the yield for the carbon source AsChi was 

significantly lower at 64.5 mg. The influence of variations in carbon sources and 

fermentation of A. sydowii in two different media was analyzed by analysis of ESI-

QTOF MS/MS (positive and negative ion mode). Variations in the biosynthesis of 

secondary metabolites were observed when glucose (AsGlu) and chitosan (AsChi) 

were used as carbon sources, as shown in Table 2. 

Table 2. Compounds annotated from EtOAc-AsGlu extract of A. sydowii FMPV 10 from the 

electrospray ionization (ESI) high-resolution mass spectrometry (HRMS) at both positive and 

negative ion modes. 

Peak 
Positive 

Ion Mode 
m/z [M+H]+ Compounds’ names 

Chemical 
formula 

1a 101,0037 2,4-Pentanedione C5H8O2 

2a 141,0886 Methylimidazoleacetic acid C6H8N2O2 

3a 166,1223 D-Phenylalanine C9H11NO2 

4a 191,0703 3-Hydroxysuberic acid C8H14O5 

5a 232,1197 Suberylglycine C10H17NO5 

6a 265,143 γ-CEHC C15H20O4 

7a 289,226 Dehydroepiandrosterone C19H28O2 

8a 305,1358 N-Acetylaspartylglutamic acid C11H16N2O8 

9a 321,1104 18-Hydroxyarachidonic acid C20H32O3 

10a 349,0893 Inosinic acid C10H13N4O8P 

11a 366,1118 Tryptophan 2-C-mannoside C17H22N2O7 

12a 435,2939 3α,7α-Dihydroxycoprostanic acid C27H46O4 

13a 457,2764 Sulfolithocholic acid C24H40O6S 

14a 473,2496 Chenodeoxycholic acid 3-sulfate C24H40O7S 

15a 587,2799 Diacylglycerol (34:4) C37H64O5 



183 

 

 

16a 648,2549 Ceramida (D18:1/24:1(15Z)) C42H81NO3 

Peak 
Negative 
Ion Mode 

m/z [M-H]- 

1b 193,0509 Iduronic acid C6H10O7 

2b 235,0272 
2,6-Di-tert-butyl-4-hydroxy-4-methyl-2,5-

cyclohexadienone 
C15H24O2 

3b 261,0785 Sorbitol-6-phosphate C6H15O9P 

4b 281,1416 1-Methylinosine C11H14N4O5 

5b 563,2877 DG (14:0/18:2) C35H64O5 

  

 When analyzing the compounds present in each of the extracts obtained from 

A. sydowii, it was evident that AsGlu contained a significant number of compounds 

with higher polarities. The AsGlu mass spectra showed these compounds (with a 

relative retention time, RRt, between 1 and 3 min in both positive and negative ion 

modes), as depicted in Figure 1 A-B.   
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Figure 1. A. Spectrum for EtOAc extract (AsGlu) of A. sydowii FMPV 10 obtained by ESI-MS positive 

ion mode. The codes (1a – 16a).  B.  Spectrum for EtOAc extract of A. sydowii FMPV 10 obtained by 

ESI-MS negative ion mode. The codes (1b – 5b),  correspond to the peaks presented in Table 1. 

 The spectra of the extract obtained from the AsChi medium (with a relative 

retention time, RRt, between 1 and 3 min positive and negative ion mode) is shown 

in figure supplementary 1 and table supplementary 1. The change in the carbon 

source to chitosan promoted the biosynthesis of less polar compounds, as observed 

in the ESI-MS spectra of the AsChi extract.    

 The nutritional changes experienced by A. sydowii FMPV 10 stimulated the 

expression of more diverse secondary metabolites (SMs) among the sources. For 

AsGlu, SMs annotated in positive ion mode, as sulfolithocholic acid (13a), and also 

in negative ion mode, as 1-Methylinosine (4b), were the most representative ones, 

while for AsChi SMs an notated in positive ion mode as Clevidipine butyrate and 

negative ion mode at Suberylglycine.  It was observed that the compounds (2a), (5a) 

and (1b) synthesized by FMPV 10 in AsGlu were the only compounds present in the 

AsChi extract.    

 

3.2  Antimicrobial activity assay  

The implementation of the OSMAC strategy to assess the synthesis of SMs from 

A. sydowii FMPV 10 and their potential antimicrobial activity revealed that the 

medium (AsGlu) where glucose was the carbon source, showed inhibitory activity 

against the pathogenic fungi C. albicans and Cr. neoformans. (Table 3). In contrast, 
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the medium using chitosan (AsChi) as a carbon source did not exhibit activity against 

any of the tested pathogens.  

Table 3. Evaluation of antifungal activity using the microdilution method of SMs synthesized by 

A. sydowii obtained from ethyl acetate extract (EtOAc), via the OSMAC strategy. If it shows the 

fungicidal or fungistatic activity for each extract, the symbol (-) indicates no activity. 

Evaluated  
extracts 

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC- µg/mL) 

 
C. albicans ATCC® 90028 Cr. neoformans® 208821 

Fungistatic Activity 
Fungicidal 

Activity 
Fungistatic Activity Fungicidal Activity 

AsGlu 400 - 50 100 
AsChi - - - - 

Amphotericin 
B 

3.125 1.562 

Fluconazole 1.56 0.781 

 

The MIC assay was also enabled to determine whether the extracts had 

fungicidal or fungistatic effects. In the AsGlu medium, the extract exhibited fungistatic 

action at the highest evaluated concentration against C. albicans (400 µg/mL) 

without showing any fungicidal activity. Regarding Cr. neoformans, it displayed 

fungistatic action up to a concentration of 50 µg/mL, and fungicidal action from 100 

µg/mL, proving to be more promising against the pathogenic basidiomycetes fungus.  
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4. Discussion 

The extract from AsGlu demonstrated activity against the tested pathogenic 

fungi. It contained 21 peaks, 16 in positive ion mode and another 5 in negative ion 

mode, as annotated from the Human Metabolome Data Base (HMDB). The 

annotated compounds were compared with literature reports of secondary 

metabolites produced by A. sydowii, using the reported masses as a reference. The 

compounds annotated in the HMDB did not match those previously noted for A. 

sydowii. It is important to note that out of the seven compounds annotated in positive 

and negative modes based on reports for A. sydowii, only one of them has shown 

biological activities, specifically antimicrobial properties. 

 

4.1. Chemical and biological profiles of SMs annotated of A. sydowii FMPV 10 

 The most representative compounds annotated in the HMDB in positive and 

negative ion modes were sulfolithocholic acid (13a), not reported for fungi, and 1-

methylinosine (4b), described as an intermediate in human metabolism. However, 

evaluations in the literature of fungal products show this compound is potentially 

associated with (7S)-(+)-Hydroxysydonic acid or aspergoterpenin C, this SM has 

been widely isolated from strains of A. sydowii of marine origin, mainly associated 

with hosts such as red algae (Acanthophora spicifera and Symphyocladia latiuscula), 

from niches associated with marine sediments in India, China, and Antarctica, in 



187 

 

 

which its antibacterial and anti-inflammatory activities have also been reported 

(Ibrahim et al., 2023).    

 The annotation of 21 secondary metabolites (SMs) in the AsGlu extract was 

based on the HDMB. However, no reports related to fungi or biological activity were 

found for these compounds. Some peaks in positive mode (1a-4a and 12a-16a) are 

considered metabolic by products or intermediate compounds in synthesizing 

antimicrobial agents. For instance, 2,4-Pentanedione (1a) is a case in point 

(Ballantyne; Cawley, 2001). Methylimidazoleacetic acid (2a) constitutes the major 

wasted (80%) in human histamine metabolism (Ballantyne; Cawley, 2001) and was 

also found in plants after treatment with growth-promoting endophytic bacteria 

(Mahmood; Kataoka, 2020).   

 D-Phenylalanine (3a) is present in the metabolism of several organisms, 

including Escherichia coli (K12, MG1655). In the plant Nothapodytes nimmoniana, it 

was one of the significantly more expressed SMs present in extracts with 

antagonistic activity against a cervical cancer cell line (HMDB0000325; Gayakwad 

et al., 2020). 3-Hydroxysuberic acid (4a) is an important amino acid used in the 

biosynthesis of several compounds with antimicrobial activity, such as gramicidin S, 

bacitracin, and polymyxin B1. This amino acid is uncommon in primary metabolism 

(Kurzątkowski; Kuczerowska, 2020). On the other hand, 3α,7α-Dihydroxyco-

prostanic acid (12a), Sulfolithocholic acid (13a), Chenodeoxycholic acid 3-sulfate 

(14a), Diacylglycerol (34:4) (15a), and Ceramide (D18:1/24:1(15Z)) (16a) have been 
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reported as metabolic products or metabolic signals of humans or animals in the 

HMDB. However, there are no reports of their biological activities or possible fungal 

origin. 

 Additionally, some other secondary metabolites (SMs) annotated in positive 

ion mode (5a-11a) in the HMDB have been reported as SMs potentially associated 

with various inborn errors of metabolism in humans, such as Suberylglycine (5a). γ-

CEHC (6a) is a water-soluble metabolite with antioxidant properties against γ-

Tocopherol (Ju et al., 2023). Dehydroepiandrosterone (7a) is the most abundant 

hormone in humans and it can also be synthetically derived from imidazolium salts, 

exhibiting antifungal and antibacterial activity (Hryniewicka et al., 2021). 

 Moreover, N-acetylaspartylglutamic acid (8a), 18-hydroxyarachidonic acid 

(9a), and inosinic acid (10a) are considered intermediate metabolites or important 

nucleotides in metabolic pathways in humans. These pathways are associated with 

psychiatric disorders and the production of prostaglandins (Kuksis; Pruzanski, 

2017). In plants, these compounds can affect the pathways of alanine, aspartate, 

and glutamate metabolism, promoting the adaptation of cotton seeds to saline and 

water stress factors (Liu et al., 2021). Still, inosinic acid (10a) exists in all living 

species, from bacteria to plants to humans. Some inosine derivatives have recently 

been approved for clinical trials against the SARS-CoV-2 virus (Novak et al., 2020). 

 Lastly, tryptophan 2-C-mannoside (11a) is one of the main metabolites 

positively associated with age (Sol et al., 2020). It was recently reported by Jurado 
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Mañogil et al. (2023) as a compound involved in the response to drought and 

brackish environments in tomatoes and halophytes. However, no reports were found 

regarding this compound’s presence in fungi or its biological activities. 

 Mass data related to the peaks present in the spectrum of the EtOAc-AsGlu 

extract were compared with the literature, aiming to determine if any of these were 

related to compounds produced by A. sydowii. For the masses of some peaks in 

positive ion mode (5a-10a) and negative ion mode (3b and 4b), we found 

correspondences to compounds produced by strains associated with A. sydowii. 

 Peak (5a) corresponded to acremolin, synthesized by A. sydowii isolated from 

deep-sea sediments in the South Atlantic Ocean, and exhibited antimicrobial activity 

against Arthrobacter (Niu et al., 2022). This compound was initially reported for the 

marine fungus Acremonium strictum, where it demonstrated cytotoxic activity 

(Julianti et al., 2021). Peak (6a) was annotated from the EtOAc extract in the 

marine fungus A. sydowii ZSDS1-F6 as (S)-(+)-Dehydrosidonic, showing 

antimicrobial activity against Klebsiella pneumonia and Aeromonas hydrophila 

(Wang et al., 2014). A compound associated with peak mass (7a) was annotated for 

A. sydowii as 4-Methoxycarbonyl diorcinol, in which no reported biological activity 

has been found (Wang et al., 2018). The phytopathogenic fungus of the 

Colletotrichum genus synthesized this same steroid compound (Kim; Shim et al., 

2019). 
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 Peak (8a) corresponds to aspergilol annotated from a strain of A. sydowii 

collected from seawater in Xiamen, China, and has been no reported its biological 

activity (Wang et al., 2028; Ibrahim et al., 2023). Peak (9a) corresponds to 

Dihydroxanthone (7R,8R)-AGI-B4. This compound was the only one to present 

antioxidant activity with values of 17 μM and was obtained from A. sydowii (Ibrahim 

et al., 2023; Trisuwan et al., 2011). Peak (10a) was associated with 2-

(Ethoxycarbonyl)-4’-carboxydiorcinal obtained from EtOAc extract of A. sydowii 

FNA026 in the China Sea, with no report of biological activity (Ibrahim et al., 2023). 

 Aspercuparene A (3b), a rare sesquiterpenoid, obtained from the strain 

MCCC 3A00324 of A. sydowii isolated from deep-sea sediments in the South Atlantic 

Ocean was reported, but no biological activity was reported.  

 

4.2  Metabolic comparison of AsGlu and AsChi extracts obtained through the 

OSMAC strategy for A. sydowii 

 Analysis using the OSMAC strategy to stimulate metabolic pathways silenced 

for A. sydowii FMPV 10 showed that only three of the compounds noted were 

synthesized from the two AsGLu-AsChi media, namely Methylimidazoleacetic acid, 

Suberylglycine, and Iduronic acid. The compounds not representative in the 

analyses were not involved in the antimicrobial activity against the pathogenic fungi 

tested. 
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 A greater number of compounds were noted from the AsChi extract. Although 

they did not show antimicrobial activity, we do not rule out the possibility that they 

may present other biological activities. This strategy revealed that around 95% of the 

compounds noted were different in the two extracts, indicating that the strategy can 

stimulate metabolic routes that synthesize completely different products in the same 

strain. 

Conclusions 

 OSMAC strategy is a valuable tool for synthesizing different compounds from a 

single lineage, showing how biosynthetic routes respond to different external factors such 

as carbon sources. We found that A. sydowii FMPV 10 showed a higher chemodiversity, 

as well as biological activity against C. albicans and Cr. neoformans, in which they 

demonstrated fungistatic action at concentrations of 50 µg/mL and above this fungicidal 

activity. 

           1-Methylinosine (4b) is present in AsGli - EtOAc extract of A. sydowii FMPV 10, and 

it was one of the most representative and noted as (7S)-(+)-Hydroxysidonic acid or 

aspergoterpenin C. Furthermore, it is annotated as potentially responsible for the 

antimicrobial activity against the fungal pathogens tested. 
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Supplementary Material 

 

Figure supplementary 1. A. Spectrum for EtOAc extract (AsChi) of A. sydowii FMPV 10 obtained 

by ESI-MS positive ion mode. The codes (1 – 19).  B.  Spectrum for EtOAc extract of A. sydowii 

FMPV 10 obtained by ESI-MS negative ion mode. The codes (20 – 38),  correspond to the peaks 

presented in Table supplementary 1. 

 

Table supplementary 1. Compounds annotated from EtOAc-AsChi extract of A. sydowii FMPV 10 

from the electrospray ionization (ESI) high-resolution mass spectrometry (HRMS) at both positive 

and negative ion modes. 

Pake 

Positive 

Ion Mode 

m/z 

[M+H]+ 
Compounds’ name 

Chemical 

formula 

1 96,0048 NA  
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2 110,0613 2-Hydrazinopyridine C5H7N3 

3 126,0561 N-ethylmaleimide C6H7NO2 

4 141,0889 Methylimidazoleacetic acid C6H8N2O2 

5 152,0727 4-Aminobenzohydrazide C7H9N3O 

6 183,0923 Dacarbazine C6H10N6O 

7 196,0987 Metyrosine C10H13NO3 

8 211,1407 Trimesic acid C9H6O6 

9 232,1194 Suberylglycine C10H17NO5 

10 262,1083 Aspartyl-Glutamine C9H15N3O6 

11 301,1406 NA  

12 317,118 Hydroxytyrosol 1-O-glucoside C14H20O8 

13 337,223 Fentanyl C22H28N2O 

14 392,2794 N-Stearoyltaurine C20H41NO4S 

15 406,2911 
N-(4-Methoxyphenyl)-all-trans-

retinamide 
C27H35NO2 

16 429,305 Schidigeragenin B C27H40O4 

17 457,2773 Clevidipine butyrate C21H23Cl2NO6 

18 473,2516 Chenodeoxycholic acid sulfate C24H40O7S 

19 544,3459 NA  

Pake 

Negative 

Ion Mode 

m/z [M-

H]- 
Compounds annotated (HNDB) 

Chemical 

formula 

20 112,9856 NA  

21 133,0406 Malic acid C4H6O5 

22 150,0557 N-Phenylglycine C8H9NO2 

23 166,0514 Zapotidine C7H9N3S 

24 193,0581 Iduronic acid C6H10O7 

25 215,0833 7-Methoxydeoxyvasicinone C12H12N2O2 

26 230,1049 Suberylglycine C10H17NO5 

27 251,0212 3,3'-Dichlorobenzidine C12H10Cl2N2 

28 265,1472 Amiloride chloride C6H9Cl2N7O 

29 279,1610 Prehumulinic acid C16H24O4 

30 297,2430 Isotrifoliol C16H10O6 

31 313,2374 1-Salicylate glucuronide C13H14O9 

32 332,1440 Pentopril C18H23NO5 

33 353,2047 2'-Phosphophloretin C15H15O8P 

34 378,1488 
2-(Arabinosylamino)-3-

(glucosylamino)propanenitrile 
C14H25N3O9 

35 397,2230 Malagashanine C23H30N2O4 
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36 421,2259 1,4-Dioctyl sulfosuccinic acid C20H38O7S 

37 439,1407 Propylene glycol alginate C17H28O13 

38 485,2785 LysoPA(22:4(7Z,10Z,13Z,16Z)/0:0) C25H43O7P 

 

5. Discussão Geral  

A diversidade química de MSs obtida de fungos filamentosos marinhos da 

região setentrional na Zona Econômica Exclusiva – Amazônia azul, mostrou que 

linhagens como Epicoccum chloridis (FMPV 05) e Aspergillus sydowii (FMPV 10), 

são fungos com um potencial na sínteses de PNs com potentes atividades 

antimicrobianas, principalmente contra patógenos emergentes fúngicos como C. 

neoformans, C. albicans e a bactéria gram-positiva  S. aureus. A linhagem FMPV 

05 se mostraram capaz de sintetizar MSs, anotados potencialmente como 

dicetopiperazinas (DKPs), as quais são hipotetizadas como as moléculas 

responsáveis pela atividade antimicrobiana contra patógenos avaliados. Também 

se mostraram eficientes no potencial controle de fatores de virulência específicos 

dos fungos patogênicos testados, como a produção do biofilme, inibição na 

produção de hifas e pseudohifas, e a capacidade de afetar a cápsula 

polissacarídica. Mostrando que fungos deste ambiente apresentam ferramentas que 

lhes permitem se perfilar como potenciais precursores de moléculas que contribuam 

com a demanda crescente de antimicrobianos que se tem na atualidade. 

As DPKs ciclo Leu-Pro e seu isômero, a ciclo Phe-Val e ciclo Pro-Phe, 

presentes nos extratos produzidos por E. clhoridis (FMPV 05) são reportados na 

literatura como sintetizados por alguns organismos terrestres, principalmente 

bactérias e escassos reportes para fungos filamentosos. Já no ambiente marinho, 

as moléculas anotadas como DKPs são produzidas por bactérias e possuem 

atividades contra patógenos fúngicos como C. albicans e C. neoformans. Muitas 

dessas atividades ocorrem de forma sinérgica pela combinação de dois ou mais 

DKPs, estas DKPs estão bem documentadas enquanto a sua atividade citotóxica 
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contra células cancerígenas (Hassani et al. 2022; Hawas; El-Kassem; 2019; Ortiz; 

Sansinenea, 2017; Song et al., 2021; Xu et al., 2009; Youssef et al., 2019). As DPKs 

ciclo Leu-Pro, seu isômero, a ciclo Phe-Val e ciclo Pro-Phe, não contam com 

reportes na literatura sendo utilizadas para o controle de fatores de virulência, assim 

como para os potenciais mecanismos de ação nas células dos micro-organismos 

patogênicos testados. 

Por outro lado, o fungo A. sydowii (FMPV 10) quando submetido a estratégia 

OSMAC, promovendo a ativação de rotas biossintéticas através de alterações nos 

parâmetros de cultivo, particularmente no uso de diferentes fontes de carbono 

(Glicose e Quitosana), foi constatado que a porcentagem de similaridade entre os 

compostos sintetizados entre as duas condições foi baixa, compartilhando só os 

compostos, ácido metilimidazolacético, Suberilglicina e ácido idurónico. Também, 

se determinou que o crescimento de FMPV 10 no meio contendo glicose gerou 

compostos com atividade antifúngica, acometendo principalmente a o patógeno C. 

neoformans e de forma mais fraca contra C. albicans. Já o meio contendo quitosana 

não mostrou atividade nos seus extratos, porém o número de compostos 

sintetizados e anotados foi maior, mostrando que a alteração nos parâmetros de 

fermentação influencia o tipo de compostos que são sintetizados e as diferentes 

rotas metabólicas.   

A espécie A. sydowii submetida a ativação das rotas metabólicas usando a 

estratégia OSMAC (da Silva Lima et al., 2018), onde a linhagem de origem terrestre 

A. sydowii (622), usando três meios de cultura variando suas fontes de carbono e 

nitrogênio, produziu inibidores da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima alvo de 

medicamentos em tratamentos de Alzheimer. Nesse mesmo estudo as diferentes 

fontes de nitrogênio mostraram padrões distintos quanto a produção de inibidores 

da AChE, evidenciando que estas alterações podem modular a sínteses de 

compostos. Porém, não se descarta que metabólitos produzidos presentes nos 
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extratos a partir dos meios que não mostraram atividade antimicrobiana possam 

apresentar outro tipo de atividades biológicas, fazendo necessários estudos 

complementares. 

Espécies de fungos que fazem parte da microbiota de corais e esponjas, 

eventualmente sob condições de pressões ecológicas podem se manifestar como 

causadores de doenças, entre elas as espécies  A. sydowii e A. versicolor 

consideradas causadoras de aspergilose em diferentes recifes de coral no mundo, 

no entanto também são  espécies promissoras na obtenção de PNs, de aplicações 

na indústria  e biotecnologia (Amin et al., 2019; Ganesh Kumar et al., 2021; Giddings 

e Newman, 2022; Pang et al., 2021).  A maquinaria sintética de A. sydowii mostra 

que pelo menos 30 PNs que são sintetizados pela espécie exibem atividades 

biológicas como as antimicrobianas, citotóxica, antiviral, antidiabética, anti-

inflamatória, antioxidante entre outros. Estas atividades estão associadas a 

linhagens da espécie que foram isoladas de diferentes ambientes (Amin et al., 2019; 

Chung et al., 2013; Liu et al., 

Diferentes fungos filamentosos isolados da Zona Econômica Exclusiva 

(Amazônia azul), tem se mostrado como uma fonte de recursos biotecnológicos 

importante, sobretudo na procura e obtenção de produtos. Alguns exemplos destes 

fungos são os isolados Penicillium citrinum FMPV 15 e Trichoderma longibrachiatum 

FMPV 51 que foram promissores na produção de PNs com atividade antibacteriana, 

antifúngica e citotóxica capazes de controlar o parasito Trichomonas vaginalis. Com 

atividade antimicrobiana os fungos Xylaria sp. (BT05), Penicillium waksmanii e 

outros fungos isolados a partir da alga vermelha Bostrychia tenela. O fungo 

Aspergillus sp. (BRF 030), isolado de sedimento costeiro mostrou a produção de γ-

lactâmicos, heteroespirocíclico, alcaloides nos extratos com atividade citotóxica, 

outras atividades como inibição do biofilme de patógenos emergentes por 

policetídeos produzidos pelos fungos do gênero Penicillium (Edres et al., 2022; 

Felício et al., 2015; Loges et al., 2020; Saraiva et al., 2015; Scopel et al., 2017;  
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Wilke et al., 2021). Todos estes trabalhos ressaltam a importância desta região na 

bioprospecção de produtos naturais de fungos de ambiente marinho.  

A diversidade taxonômica de fungos em ambiente marinho é ainda pouco 

explorada, sendo conhecida apenas 1% desta, e um número ainda menor 

diretamente relacionadas com recifes. Além disso, ainda que ecossistemas de 

recifes sustentem boa parte da diversidade dos oceanos, as interações e processos 

que ocorrem nesse tipo de ambiente são pouco conhecidas (Calabon et al., 2023; 

Jones et al., 2019; Roik; Reverter; Pogoreutz, 2022; Silveira et al., 2017).  Os fungos 

marinhos no Brasil e no mundo são uma fonte de produtos naturais (PN), que 

contribuem com a crescente demanda por novos compostos, muitos destes com 

estruturas químicas inéditas sintetizados a partir de rotas metabólicas 

especializadas (Berlinck et al., 2004; 2017; Braga et al., 2018; da Costa Souza et 

al., 2016; Durães et al., 2021; Voser; Campbell; Carroll, 2022; Zou et al., 2021). 

Considerando também, que fungos no ambiente marinho participam de diversas 

interações que os facultam de gerar uma gama de compostos que auxiliam seu 

estabelecimento nos diferentes nichos ecológicos (Bills; Gloer, 2016; Bode et al., 

2002). Não obstante ainda existe uma lacuna de conhecimento no que respeita ao 

papel dos fungos nestes ecossistemas, para o qual se levantam várias hipóteses. 

Fatos que são corroborados com o potencial apresentados pelos fungos Epicoccum 

chloridis (FMPV 05) e Aspergillus sydowii (FMPV 10), neste trabalho. 

6. Conclusões Gerais 

Este trabalho contribuiu com o conhecimento na produção de metabólitos 

secundários por fungos filamentosos marinhos associados a recifes de coral na 

região nordeste na ZEE – Amazônia azul.  Também foi possível determinar que a 

produção de PNMMs apresentam potenciais biológicos interessantes como 

controladores de micro-organismos patogênicos emergentes considerados de alto 

risco pela OMS. Da mesma forma, corroboramos que fungos filamentos marinhos 
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quando submetidos a condições de cultivo onde os parâmetros são modificados, 

apresentam um potencial ativação de rotas biossintéticas silenciadas quando estes 

estão sob condições laboratoriais e de cultura convencionais. 

   Os resultados obtidos sobre a produção de metabólitos secundários pelos fungos 

filamentosos E. chloridis (FMPV 05) e A. sydowii (FMPV 10), trazem evidência do 

potencial que estas espécies têm na síntese e obtenção de compostos com 

atividade biológicas, principalmente em relação ao controle de bactérias e fungos 

unicelulares patogênicos, destacando os promissores resultados no controle dos 

fatores de virulência do fungo C. neoformans. Por outro lado, uma possível hipótese 

a ser testada sobre o papel que as moléculas produzidas pelas linhagens (FMPV 

05 e FMPV 10), podem chegar a apresentar em relação a ecologia em recifes de 

corais, é se estes compostos estão potencialmente relacionado em parte a defesa 

deles e dos seus hospedeiros contra outros micro-organismo causadores de 

doenças, ou  se estes são usados na competição nestes nichos contra bactérias, 

fungos e outros organismos.  

No entanto, os papéis funcionais que fungos filamentosos marinhos 

cumprem no ambiente de recifes de coral ainda precisa ser explorado, existe uma 

lacuna no conhecimento sobre as funções de fungos nestes ecossistemas, assim 

como no conhecimento sobre a diversidade destes micro-organismos. A espécie E. 

chloridis (FMPV 05), sendo o primeiro reporte para ambiente marinho e em 

particular para recifes de coral, contribui com o conhecimento da diversidade de 

fungos marinhos no ecossistema marinho e vislumbra os possíveis papéis que eles 

apresentam neste ambiente. A microbiota dos recifes de coral é importante na 

estabilidade destes ecossistemas favorecendo a saúde dos mesmo e controlando 

os potenciais disbiose que acometem o ambiente coralino de maneira local e global. 
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