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RESUMO

A espécie Peperbmia obtusifolia (Piperaceae) mostra o acumulo de benzopiranos
derivados do acido orselinico, um policetideo comumente encontrado em fungos.
Estudos anteriores, com enfoque protedmico e transcriptbmico, resultaram na
identificacdo de proteinas envolvidas na rota biossintética de benzopiranos, incluindo
tocoferol ciclase e preniltransferases. No entanto, as policetideos sintases,
possivelmente envolvidas na producdo de um dos provaveis precursores, o acido
orselinico, um policetideo comumente encontrado em fungos, ndo foram identificadas,
sugerindo que o acido orselinico pode ser produzido por endéfitos intimamente
associados a planta. Assim, os endofitos Diaporthe infecunda e Fusarium oxysporum,
foram isolados de P. obtusifolia e selecionados para os estudos de possivel dindmica
metabdlica entre planta-endéfito, uma vez que analises prévias demonstraram a
presenca de policetideos aromaticos. Os estudos para avaliacao de perfil metabolémico
foram baseados em técnicas hifenadas (UPLC-ESI-QTOF-MS e HPLC-ESI-QTOF-MS)
e ferramentas de andlise metaboldmica, tais como UNIFI, molecular networking,
pareamento de base de dados da plataforma GNPS e processamento MZmine dos
espectros de MS no modo ESI-(-) e ESI-(+), para anotacdes dos policetideos. Nesse
caso, policetideos aromaticos, incluindo, 1,3,6,8-tetraidroxinaftaleno, bicaverina,
islandicina, acido astérrico, antraquinonas, 6-metilsalicilato, ciperina, acido lecanorico e
zearalanois foram anotados como derivados da via biossintética do acido orselinico e
estavam presentes nos extratos estudados de F. oxysporum, indicando que o acido
orselinico poderia, de forma heterdloga, se constituir no precursor da via de biossintese

dos cromanos em P. obtusifolia.

Palavras-chave: Peperomia obtusifolia; Fusarium oxysporum; Diaporthe infecunda;

biossintese; metaboloma; benzopiranos; acido orselinico, policetideos aroméaticos.
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ABSTRACT

The species Peperomia obtusifolia (Piperaceae) shows the accumulation of
benzopyrans derived from orsellinic acid, a polyketide commonly found in fungi.
Previous studies with a proteomic and transcriptomic focus resulted in the identification
of proteins involved in the biosynthetic pathways of benzopyrans, including tocopherol
cyclase and prenyltransferases. However, polyketide synthases, possibly involved in the
biosynthesis  of orsellinic acid, a polyketide commonly found in fungi, were not
identified, suggesting that orsellinic acid may be produced by endophytes closely
associated with the plant. Thus, the endophytes: Diaporthe infecunda and Fusarium
oxysporum were isolated from P. obtusifolia and selected for the studies of possible
metabolic dynamics between plant-endophyte, since previous analyzes showed the
accumulation of aromatic polyketides. The studies for metabolomic profile evaluation
were based on hyphenated techniques (UPLC-ESI-QTOF-MS and HPLC-ESI-QTOF-
MS) and metabolomic analysis tools, such as UNIFI, molecular networking, GNPS
platform database pairing. and MZmine processing of MS spectra in ESI-(-) and ESI-(+)
mode for polyketide annotations. In such case, aromatic polyketides, including 1,3,6,8-
tetrahydroxynaphthalene, bikaverine, islandicin, asterric acid, anthraquinones, 6-
methylsalicylate, cyperin, lecanoric acid and zearalanols were annotated as derivatives
of the orsellinic acid biosynthetic pathway that were present in the studied extracts of F.
oxysporum. It indicating that orsellinic acid could, in a heterologous way, constitute the

precursor of the chroman biosynthesis in P. obtusifolia.

Keywords: Peperomia obtusifolia; Fusarium oxysporum; Diaporthe infecunda;

biosynthesis; metabolome; benzopyrans; orsellinic acid; aromatic polyketides.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimicados Produtos Naturais

A descoberta de substancias bioativas a partir de fontes naturais se configura em
fundamental avanco de desenvolvimento de novos farmacos. Os produtos naturais
(PNs) apresentam rica diversidade quimica e se configuram em modelos moleculares
anicos, especialmente quanto ao grau de oxidacdo e complexidade estrutural,
especialmente  associada ao grande numero de centros estereogénicos. Essa
diversidade quimica est4 expressa em plantas, fungos, bactérias, insetos, organismos
marinhos, liquens e algas. Até o momento, os estudos quimicos de espécies vegetais
expressam maior volume e, consequentemente, maior diversidade de metabdlitos
secundarios (MSs). Dos PNs de planta avaliados do ponto de vista biologico, cerca de
20% apresentam atividade antitumoral e antimicrobiana. Dentre as substancias
conhecidas, incluem-se antitumorais, antimalarica e antimicrobiana, tais como taxol (1)
(Taxus brevifolia) e vinblastina (2) (Catharanthus roseus), e como quinina (3) (Cinchona
spp.) e artemisinina (4) (Artemisia annua) (Figura 1a) (ALTEMIMI et al., 2017;
NEWMAN; CRAGG, 2020; THOMFORD et al., 2018).

Com o advento das descobertas cientificas de Alexander Fleming e J. M. McGuire
os PNs provenientes de fungos, leveduras e bactérias comecaram a ser fortemente
estudados a partir do ano 1930 e nao parou mais. Denominados de bioativos naturais
algumas substancias impactaram e inovaram, dentre eles, dois antibidticos, a
penicilinas (5) (Penicilinum notarum) e a eritromicina A (6) (Saccharopolyspora
erythraea) ganharam notoriedade (Figura 1b) (ABDEL-RAZEK et al., 2020; NEWMAN;
CRAGG, 2020; SAYED et al., 2020).

Com o avanco das técnicas de sintese organica, muitas dessas substancias foram
submetidas a sintese total e/ou semi-sintese visando inicialmente o aumento da
producdo em larga escala. Da mesma forma, modificacfes estruturais de substancias
naturais levaram a obtencdo de derivados de produtos naturais (NDs), como a
azitromicina (7), resultado de etapas de semi-sintese a partir da eritromicina A (6)
(Figura 1b e ¢) (THOMFORD et al., 2018).

Nessa perspectiva, a identificagdo dos constituintes quimicos de uma determinada
matriz de PN se configura em uma etapa importante para o planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos, pois possibilita vislumbrar as classes de

substancias produzidas e acumuladas in natura. Em pesquisas mais avancadas, as
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aplicacoes de técnicas biotecnolégicas e de engenharia genética, a utilizacdo de
sistemas heterdlogos, especialmente na relacdo planta/microrganismo, trazem a
possibilidade de obter, a partir de fontes heterbélogas, eficientes e sustentaveis,
metabalitos de interesse farmacologico (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Uma das aplicacbes da Biologia Sintética, reside na producdo da artemisinina,
uma importante droga com atividade antimalérica, cuja descoberta levou a cientista
Youyou Tu, em conjunto com os cientistas William C. Campbell e Satoshi Omura,
serem laureados com o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina do ano de 2015 (SHEN,
2015). Originalmente encontrada em quantidades reduzidas na planta, Artemisia annua,
a artemisinina pode ser biossintetizada em larga escala nos dias de hoje via expresséo
heter6loga em Saccharomyces cerevisiae (BREITLING; TAKANO, 2015; PADDON;
KEASLING, 2014).

Figura 1 - Produtos Naturais bioativos relevantes na histéria do desenvolvimento de
farmacos: a) plantas; b) fungos e bactérias; c¢) Substancia (ND) obtida pela modificacao
estrutural de PN.

penicilinas (5)

eritromicinaA (6) azitromicina (7)
o o v

Fonte: Autoria propria.

Assim, a identificagdo dos constituintes quimicos (metabdlitos) de uma
determinada matriz de PN é a etapa mais importante em pesquisa de desenvolvimento
de farmacos, pois possibilita vislumbrar quais séo as classes de substancias produzidas
e acumuladas em uma determinada matriz natural. Em pesquisas mais avancadas que
envolvem o “mapeamento” de rotas de biossintese, as aplicacbes de técnicas

biotecnolégicas e de engenharia metabdlica em plantas e microrganismos se

22



configuram em ferramentas inovadoras no desenvolvimento de farmacos (NEWMAN;
CRAGG, 2020; THOMFORD et al., 2018).

Para isso, estudar as vias metabdlicas dos seres vivos por meio de técnicas
Omicas, tais como metabolémica, genbmica e protedmica, permite adquirir informacdes
adicionais mais abrangentes sobre os PNs, principalmente sobre os estudos da
investigacdo biossintética (BORNSCHEUER et al., 2021). Vale lembrar, que todos os
seres vivos possuem uma dindmica metabdlica complexa sendo que em muitos casos,
mais de um ser vivo podem coexistir, como por exemplo a interagdo planta-
microrganismo (NEWMAN; CRAGG, 2020). Além disso, 0s sistemas vivos séao
vulneraveis a situacdes de infeccdo ou estresse, fatores que afetam a dinamica
metabolica (COMPANT et al., 2019; THOMFORD et al., 2018; YAN et al., 2019).

Estima-se que mais de 300 mil plantas possuem um ou mais microrganismos
vivendo harmoniosamente. Esses microrganismos sdo denominados de endofitos e
constituidos de fungos, bactérias e/ou actinomicetos (COMPANT et al., 2019).
Normalmente, as partes aéreas (folhas, flores, frutos e caules) tendem a ter col6nias de
fungos enquanto que nas raizes costumam ser predominantes em colbénias de bactérias
(COMPANT et al., 2019; CRAGG; NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2020).

Durante muito tempo acreditava-se erroneamente que microrganismos eram
patégenos (MASI et al., 2018). Somente a partir dos primeiros relatos sobre endofitos
em 1904, novas perspectivas foram abordadas e diferentes interesses emergiram,
especialmente apés os resultados que comprovaram a producao alternativa do taxol (1)
por Taxomyces andreanae, um fungo endofitico de Taxus brevifolia (MASI et al., 2018;
NEWMAN; CRAGG, 2020; THOMFORD et al.,, 2018). Isso porque o interesse pela
biossintese do taxol (1) surgiu como consecuéncia de atividade antitumoral da molécula
em que a descoberta da producdo por fungos endofitos trouxe mais interesse ainda.
Desde entdo, houve desenvolvimento de pesuisas em mapear a rota biossintética do
taxol e os genes que codificam cada enzima envolvida nas etapas de formacdo deste
metabdlito, especialmente da taxadieno sintase, enzima chave na biossintese dessa
substéancia (1) (MASI et al., 2018).
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Assim, o estudo quimico de PNs é importante para a elucidacdo de sistemas
complexos de interacdo entre diferentes matrizes naturais e a investigacao
metabolémica pode se configurar em uma etapa importante e complementar, associada
as demais técnicas 6micas, na elucidacado de vias biossintéticas que podem trazer luz
as interacdes harmoniosas entre planta e microorganismo (LATA et al., 2018).

Os seres vivos desenvolvem processos bioquimicos complexos de producéo e
consumo de substancias para atender as necessidades de crescimento,
desenvolvimento, mecanismo de defesa e reparacdo (JAN et al., 2021). Essas
substancias sdo conhecidas como metabdlitos primarios (MPs) e MSs. Os MPs sao
produtos oriundos dos processos de respiracdo, fotossintese e crescimento celular,
como acucares, aminoacidos e acidos graxos. Por outro lado, a biossintese dos MSs
depende de vias primérias. (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Nas plantas e nos fungos, as vias glicdlitica, desoxixilulose-5-fosfato, pentose
fosfato e o ciclo de Krebs sdo fundamentais para o fornecimento de intermediarios
biossintéticos de MSs (ISAH et al., 2018; JAN et al., 2021; NEWMAN; CRAGG, 2020).

Conforme a figura 2, esses intermediarios sdo conhecidos como blocos
construtores e sdo oriundos dos processos de glicolise da via piruvato. Essa via
participa de muitas outras rotas, principalmente na biossintese dos &acidos
tricarboxilicos, aminoacidos alifaticos, alcaléides, dentre outros (ISAH et al., 2018).
Outras fontes de blocos construtores é a via desoxixilulose-5-fosfato e da pentose-
fosfato (Figura 2), ambas responsaveis pelas rotas de biossintese dos isoprendides
(rota do &cido mevaldnico) em plantas e microrganismos, e dos MSs dependentes do
acido chiguimico em plantas, tais como os acidos hidroxibenzo6icos, aminoacidos
aromaticos, alcaloides, fenilpropandides e flavonoides (ISAH et al., 2018).

Por fim, o metabolismo do ciclo de krebs em plantas e microrganismos,
principalmente em fungos, fornecem outros blocos construtores que séo
imprescindiveis: unidades acetil-CoA e malonil-CoA (Figura 2). Estas unidades quando
ligadas com acetil coenzima A (CoA) estdo envolvidas no ciclo do acido tricarboxilico, a
biossintese dos policetideos, e a via mevalbnica (ISAH et al., 2018; MORISHITA et al.,
2019).
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Figura 2 — Rotas biossintéticas das principais classes de metabdlitos secundarios.
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Fonte: Figura adaptada de Isah et al (2018).

Além das principais rotas mencionadas, diferentes vias podem convergir para
formar outra variedade de MSs como isoprendides, alcaldides e flavonoides (ISAH et
al., 2018). Exemplos desses casos foram relatados em fungos, tais como Acremonium
sp, Penicillum chrysogenum e Penicillium griseoroseum que convergiram suas
diferentes vias metabdlicas com as vias biossintéticas da planta hospedeira (KLAS et
al., 2018; RAN; LI, 2021; WANG et al., 2020a). Nesse contexto, 0 Acremonium sp € um
exemplo de enddfito que possui rotas genuinas dos isoprendides e dos policetideos,
resultando em cilindrol B (8) (Figura 2, via dos isoprendides complexos). Outro exemplo
€ a biossintese dos alcaloides complexos em P. chrysogenum onde a via do piruvato e

dos isoprenoides se convergem e resulta na biossintese da crisogenamida A (9)
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(Figuras 2 e 3). Por fim, tem-se o0 exemplo do P. griseoroseum gque apresenta um caso
de associacdo endofitica com sementes de Coffeea arabica que converge a via do
acido chiquimico da planta com a via dos policetideos do fungo resultando em “benzila
flavanona (10)” (Figura 2, via dos flavonoides complexos). (KLAS et al., 2018; RAN; LI,
2021; WANG et al., 2020a).

Atualmente, as pesquisas sobre fungos endofiticos sdo mais exploradas do que
outros tipos de microrganismos como bactérias endofiticas, considerando que boa parte
dos MSs sao explorados em partes aéreas de plantas e como ja mencionado, coldnias
de fungos sdo mais comuns (COMPANT et al., 2019). Por isso, o estudo de vias
biossintéticas em plantas e fungos associados ou isolados, juntamente com estudos
gendmicos e protedmicos auxiliam de forma significativa em pesquisas de
desenvolvimento de microrganismos para producdo bioativos, incluindo bactérias
geneticamente modificadas com genes de plantas e/ou fungos (KORNFUEHRER;
EUSTAQUIO, 2019).

Figura 3 - Metabdlitos complexos isolados em fungos Acremonium sp, Penicillium
chrysogenum e griseoroseum derivados das vias dos isoprenoides com as vias dos
policetideos (8) e dos alcaloides (9), e com a via dos policetideos e via heteréloga* dos
flavonoides (10).

cylindrol B (8) crisogenamidaA (9) flavanona benzilada (10)*
(Acremonium sp) (Penicilinium chrysogenum) (Penicilinium griseoroseum)

Fonte: Klas et al (2018), Ran e Li (2021) e Wang et al (2020).

Dessa forma, o isolamento de fungos e a compreensdo sobre sua dinamica
metabdlica de biossintese de MSs acumulados em planta tém crescido no século XXI

juntamente com o avango da biotecnologia .(ROKAS et al., 2020).

1.1.1. Viaisoprénica

Os isoprendides sdo comuns em plantas e fungos (BORNSCHEUER et al., 2021)
(WANG et al.,, 2020a). S&o formados pela condensacdo das unidades isoprénicas:

difosfato de isopentenila (IPP) e seu isdmero difosfato de dimetilalila (DMAPP). De
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modo geral, as classes de substancias derivadas da via isoprénica sao classificadas
em: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiternos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), e politerpenos (> C45).
(BORNSCHEUER et al., 2021; CHATZIVASILEIOU et al., 2019).

Como demonstrado na figura 4, as unidades de IPP e DMAPP sao condensados
para formar estruturas maiores através da adicdo sequencial de IPPs. O aumento da
cadeia carbbnica dos isoprendides dependem inicialmente das enzimas: difosfato de
geranila (GPP), difosfato de farnesila (FPP), difosfato de geranilgeranila (GGPP) e
politerpendides difosfatases (CROTEAU et al., 2011; KO et al., 2019).

Figura 4 - Diversidade de terpenos provenientes de plantas e fungos a partir de blocos
construtores DMAPP e IPP.

# Enzimas provenientes de plantas: isopreno sintase (IS); limoneno sintase (LS); bisaboleno sintase
(BIS); esqualeno sintase (SQS); geranilinol sintase (GLS); licopeno ciclase (LCY).

## Enzimas provenientes de fungos: penicepene sintase (PS); acorenol sintase (ACS);
oxidoesqualeno sintase (OSQS); talaronoide sintase (TS).
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Fonte: Figura adaptada de Ko et al (2019).

Sob essa perspectiva, a depender do organismo eucarioto, as unidades
isoprénicas com numero de carbono superior a 20 podem originar estruturas quimicas

complexas, incluindo os sesterterpenos, triterpenos e politerpenos, sendo catalisados
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pelas respectivas terpeno sintases, ciclase e monoxigenase (BORNSCHEUER et al.,
2021; CHATZIVASILEIOU et al., 2019).

Como ja mencionado anteriormente, as unidades de DMAPP e IPP sé&o
importantes blocos construtores, e sdo produzidas por duas vias mais comuns
conforme a figura 5 (A e B) (ISAH et al., 2018; PLAXTON, 1996).

A primeira via metabdlica ocorre em plantas e fungos e descreve a via do
mevalonato (MVA). No caso da segunda via, comum em plantas, corresponde a via do
2-C-metileritritol-4-fosfato (MEP).

Vale ressaltar que a via MEP acontece no plastideo e envolve a condensacéo de
guantidades equimolares de piruvato e gliceraldeido 3- fosfato (G3P). Em ambas vias o
isbmero DMAPP é produzido pela isomerizacdo de IPP pela enzima difosfato de
isopentenila delta isomerase (IDI) (ISAH et al., 2018; PLAXTON, 1996).

Figura 5 - Principais vias biossintéticas dos isoprendides em seres eucariotos de
plantas e fungos. A = via do mevalonato comuns em plantas e fungos (citosol) das
células. B = via do piruvato em células de plantas (plastideo).
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Fonte: Figura adaptada de Isa et al (2018) e Plaxton (1996).
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1.1.2. Vias biossintéticas dos policetideos

Os policetideos sao biossintetizados pela condensacédo dos blocos construtores,
acetil-SCoA (unidade iniciadora) e malonil-ScoA (unidade extensora) (CROTEAU et al.,
2011) (Figura 6).

Figura 6 - Via dos acidos graxos e policetideos aromaticos. Rotas A>A’= via acido
graxo sintase (FASs), B> B’ e C = via das policetideos sintases (PKSSs).
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Fonte: Figura adaptada de Croteau et al (2011).

A via de biossintese dos policetideos aromaticos e reduzidos (Figura 6) dependem
das arquiteturas enzimaticas das policetideo sintases (PKSs) (KORNFUEHRER,;
EUSTAQUIO, 2019). Do ponto de vista evolutivo das plantas e dos fungos, as PKSs
surgiram a partir de mutagbes adaptativas das acidos graxos sintases (FASS)
(CRAWFORD; TOWNSEND, 2010).
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Por alguma razéo, as arquiteturas enzimaticas das FASs que eram responsaveis
para formacdo da cadeia linear, foram desativadas devido os dominios enziméticos
alterarem para funcdes de oxidacdo e reducdo, originando assim as PKSs
(BORNSCHEUER et al., 2021; COX, 2007)

1.1.2.1. Arquitetura das PKSs

As PKSs sdo enzimas multifuncionais que condensam, oxidam, reduzem ou
ciclizam as estruturas dos policetideos. Essas enzimas possuem sitios cataliticos
denominados de dominios que funcionam como “minifabricas” de moléculas
(BORNSCHEUER et al., 2021). Cada dominio desempenha uma funcdo enzimatica e
um conjunto desses dominios organizados constituem uma arquitetura construtora de
um determinado policetideo, como por exemplo 6-deoxieritronolideo B sintase (DEBS)
(Figura 7) (BORNSCHEUER et al., 2021; KORNFUEHRER; EUSTAQUIO, 2019).

A eritromicina A (6) € um importante antimicrobiano da classe dos macrolideos
biossintetizado pela DEBS. A arquitetura enzimatica dessa PKS é comum em bactérias
do género Saccharopolyspora e em alguns fungos para sintese de policetideos
reduzidos. A sua principal caracteristica é a organizacao multifuncional em maodulos, ou
seja, conjunto de dominios que desempenham pelo menos o aumento de cadeia
extensora e mudanca de estado de niveis de oxidacdo do C=0 a C-OH ou C-H
(KORNFUEHRER; EUSTAQUIO, 2019).

No caso da construcdo do policetideo 6 (Figura 7), que é um policetideo reduzido,
requer uma unidade de propionil-CoA (unidade iniciadora) incorporado na DEBS pelo
arranjo dos dominios aciltransferase (AT) e proteina carregadora de unidade acila
(ACP) e seis etapas de incorporacao de unidades de (2S)-metilmalonil-CoA (unidades
extensoras), envolvendo arranjos especificos de dominios ceto sintase (KS), ceto
redutase  (KR), deidratase = (DH), enoilredutase @ (ER) e  tioesterase
(TE)(KORNFUEHRER; EUSTAQUIO, 2019).
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Figura 7 - Arquitetura modular dos conjuntos de dominios enzimaticos da 6-
deoxieritronolideo B sintase (DEBS) responsavel pela biossintese de eritromicina A (6).

#Dominios enzimaticos: AT = aciltransferase, ACP = proteina carregadora de unidade
acil, KS = cetosintase, KR = cetoredutase, DH = deidratase, ER = enoilredutase, TE =
tioesterase, KRo =funcdo KR desativada (ndo reduz grupo C=0 a COH) e AT.= AT
especifica que reconhece propionil-CoA.
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" )J\/
CoA-S
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o} o}

6x /U\)J\ '
CoA-S OH i
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-
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Fonte: Adaptado de Kornfuehrer e Eustaquio (2019). |

Para os policetideos aromaticos, a sua biossintese mediada pelas PKSs possuem
arquiteturas “ndao modulares”, na qual a construcdo do policetideo depende
exclusivamente do “dominio molde” PT (do inglés, product template) que é responsavel
pela conformacdo da estrutura quimica do policetideo formado (KORNFUEHRER;
EUSTAQUIO, 2019).

Dessa forma, tendo como exemplo a arquitetura da PKS de Aspergillus (PKSA)
(Figura 8) é observado a funcdo do dominio PT para a formagéo dos anéis aroméaticos
juntamente com o dominio tioesterase (TE) para a formacdo catalisada de norantrona
(21) ou pela inativagcdo do TE, para formacdo espontanea de norpirona (22) em
espécies de Aspergillus (Figura 8) (NEWMAN et al., 2014).
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Figura 8 - Construcédo de policetideos nao reduzidos, norantrona (21) e norpirona (22),
e sua arquitetura enzimatica ndo modular.

#Dominios enzimaticos: SAT = acilltransferase de unidade iniciadora, MAT =
aciltransferase da unidade extensora, ACP = proteina carregadora de unidade acil, PT
= proteina “template” (molde) e TE = tioesterase.
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Fonte: Adaptado de Newman et al (2014).

As PKSs modulares e ndo modulares possuem o dominio TE em suas
arquiteturas, responsaveis pela formacdo de ésteres ciclicos ou aromatizacdo de
policetideos (Figuras 7 e 8). A funcdo desse dominio € a catalise de formacédo e
liberacdo do policetideo construido por dois caminhos: (A) formacdo de lactona pelo
ataque nucleofilico intramolecular para a producdo do macrociclico correspondente, tal
como ocorre para 6 (Figura 7) e 22 (Figura 8), ou (B) aromatizacdo pelo ataque
nucleofilico intermolecular, tal como ocorre para 21 (Figura 8) (KORNFUEHRER;
EUSTAQUIO, 2019; NEWMAN et al., 2014).

Existem uma infinidade de PKSs. Sao classificadas conforme o tipo de arquitetura
gue catalisam a formacéo de policetideos reduzidos, aroméaticos ou lineares. Elas séo
classificadas como tipo I, Il ou Ill. As PKS tipo | sdo encontradas em bactérias e fungos,
PKS tipo Il sdo restritas a bactérias enquanto PKS tipo Ill sdo encontradas em plantas,
bactérias e fungos (BORNSCHEUER et al., 2021; COX, 2007)

As PKSs do tipo | possuem um sistema iterativo de dominios organizados em um
anico modulo de modo que favorecem a construcdo de policetideos conforme a
guantidade de mdédulos (Figura 7). No caso das PKSs do tipo I, se configuram em um
sistema iterativo de uma ou mais proteinas com fun¢des multienzimaticas que possuem
sitios ativos individuais organizados em um unico modulo e participam da formacao dos
policetideos reduzidos, lineares ou ciclicos, ndo necessariamente aromaticos (Figura

8). Por fim, as PKSs do tipo lll ndo possuem dominios ACPs, o que diferem do tipo | e
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II, além da auséncia de dominio PT (Figura 9)(ADHIKARI et al., 2020; PAULO;
SIGRIST; DE OLIVEIRA, 2019).

Figura 9 - Dominio cetosintase (KS) das PKSs do tipo Il - biossintese de narigenina.

\ I W 3 PKS tipo Il HO._nOH ‘ 0.

HO
—_—— R i (4[ e | I
0= : | ] A
X + / 3 0 © ’ L. ]
0=( HO S-CoA OH O o 0
OH . narigenina (23)

OH

Fonte: Adaptado de Paulo, Sigrist e De Oliveira(2019).

Além disso, algumas particularidades sao tipicas para as PKSs do tipo Ill, sendo
uma delas o reconhecimento abrangente de unidades iniciadoras ou extensoras
diferentes de acetil-CoA e malonil-CoA (SHIMIZU; OGATA; GOTO, 2017). Muitas
dessas arquiteturas proporcionam a construcdo de policetideo linear instavel e
suscetivel as reacBes posteriores para formacao de estruturas quimicas aromaticas
(KORNFUEHRER; EUSTAQUIO, 2019). Exemplos dessas arquiteturas estdo presentes
em plantas, principalmente na biossintese de flavondides e chalconas, dentre elas a
narigenina (23). (PAULO; SIGRIST; DE OLIVEIRA, 2019). Embora menos descrito, 0s
fungos também sdo capazes de biossintetizar flavondides quando cultivados em
laboratérios, sob processos de biotransformacdo, ou seja metabolizacdo do acido
benzdico envolvendo PKS do tipo Il (BORNSCHEUER et al., 2021).

1.1.2.2. Biossintese dos policetideos aromaticos

Os policetideos aroméaticos sdo MSs diversos e sao produzidos a partir de
diferentes PKSs (FASEKE; RAPS; SPARR, 2020). Normalmente, sdo precursores de
outros MSs e as estruturas quimicas dos policetideos variam desde pelo menos um
anel aromatico (WANG et al., 2020b). Exemplos desses MSs sédo observados emem
metabolismos de fungos, tais como os policetideos: acido micofendlico (24), tetraciclina
(25), griseofulvina (26) e doxorrubicina (27) (Figura 10) que possuem atividades
imunossupressoras, antibacterianas, antifingicas e antitumorais (FASEKE; RAPS;
SPARR, 2020; HALLE et al., 2019; WANG et al., 2020b).
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Figura 10 - Diversidade quimica de policetideos aromaticos encontrados em espécies
de fungos.
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Fonte: Adaptado de Halle eta al (2019) e Wang et al (2020b).

Em alguns casos, as PKSs do tipo Ill podem produzir derivados policetidicos
oriundo de PKS do tipo | ou outras vias. Exemplos recaem sobre a biossintese de
resveratrol (31) e rubiginosina C (32), que ocorre a partir de precursores distintos,
derivados acidos p-hidroxibenzoicos (28 e 30) (Figura 11). Nesse caso, 0 acido para-
hidroxicinamico (30) é o precursor do resveratrol (31) produzido pela acdo da estilbeno
sintase (STS) de planta, enquanto a rubiginosina C (32) provém do precursor azafilona
de via PKS diferente, com a incorporacao do acido orselinico pela ruginosina C sintase
(HRAZA) de fungo, que é uma PKS do tipo lll, comum em espécies de fungo
(ADHIKARI et al., 2020; BECKER et al., 2021).

De modo geral, a depender do tipo de PKS, os policetideos aromaticos podem ser
construidos a partir de unidades iniciadoras e extensoras especificas (Figura 11). Vale
lembrar que para as PKS do tipo Ill, podem requerer outras enzimas ndo PKSs, tal
como a ciclase/aromatase para a formacao de policetideos arométicos (KAHLERT et
al., 2021).

Tendo como exemplo a biossintese do acido orselinico (28) em fungos, o mesmo
€ produzido via arquitetura PKS do tipo |, mediada pela orselino sintase (OS), enquanto
o acido olivetdlico (29) (Figura 11) em plantas e bactérias, € produzido pela acdo do
acido olivetdlico ciclase (OAC) apoOs a formacdo de tetracetideo pela tetracetideo
sintase (TKS) que é uma PKS do tipo Il (KAHLERT et al., 2021; TAN; CHANG, 2018).
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Figura 11 - Policetideos aromaticos: acido orselinico (via PKSs do tipo I), ruginosina C
(via PKS do tipo 1), , &cido olivetdlico e resveratrol, (via PKS do tipo I1I).

# Acetilcoenzima A (CoA);orselino sintase (OS); tetracetideo sintase (TKS); acido
olivetolico ciclase (OAC); estilbeno sintase (STS); policetideo sintase modular de
rubiginosina C (HRAZA).
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Fonte: Adaptado de Adhikari et al (2020) e Becker et al (2021).

Outra observacéao € a versatilidade das PKS, principalmente das PKS do tipo I, em
relacdo a cinética de reacdo das PKSs, durante as etapas cataliticas de incorporacées
das unidades extensoras nas substituicbes nucleofilicas, principalmente entre os
dominios AT, ACP e TE, em que as ligacbes C-S sédo formadas e desfeitas
constantemente dentro da arquitetura de uma PKS (KORNFUEHRER; EUSTAQUIO,
2019). Dessa forma, uma mesma arquitetura PKS favorece a construcdo de outros
policetideos em diferentes concentracdes (KAHLERT et al., 2021).

Esse exemplo de “versatilidade” enzimatica foi elucidada em estudos
biossintéticos da 6-hidroximeleina (35) e seus intermediarios em Aspergillus niger pela
TerA (PKS néo redutase) e TrB (PKS TerA com dominios modificados). Conforme

demonstrado na figura 12, os dominios enziméticos da TrA e TrB sdo responsaveis
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pela construcao de intermediarios aromaticos, tal como acido orselinico (28), e lactdnas
(33) e (34). Segundo os autores desse estudo, o dominio catalitico TE favoreceu a
formacao e liberagcdo de 28 e 35 em maiores proporgdes, quando comparado as
lactonas 33 e 34 devido a modificacdo favoravel do dominio PT e suas novas

interacbes com os demais dominios (KAHLERT et al., 2021).

Figura 12 - Biossintese de 6-hidroximeleina e dos policetideos intermediérios a partir
das mesmas arquiteturas PKS TrA e TrB.
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Fonte: Adaptado de Kahlert et al (2021).
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1.2. Peperomia obtusifolia

A espécie Peperomia obtusifolia € herbacea e pertence a familia Piperaceae,
ordem Piperales. O genero Peperomia, juntamente com o género Piper sdo 0s mais
representativos da subfamilia Piperoideae. As espécies de Peperomia sdo nativas das
regides tropicais da Ameérica (BATISTA et al., 2017b; MOTA et al., 2011; TANAKA;
ASAI; IINUMA, 1998).

A P. obtusifolia é conhecida pelo seu vasto uso em ornamenta¢cfes devido a sua
beleza e facil cultivo (GARCIA-CAPARROS et al., 2018; RUIZ MOSTACERO et al.,
2019). As plantulas dessa espécie apresentam crescimento rapido em aglomerados de
propagacdo em presenca de luz e com nivel moderado de umidade (ILYAS et al.,
2014). Essa espécie possui folnagem verde oblonga e brilhante, caules curtos e
fibrosos, facilmente quebradicos (GIBEAUT; THOMSON, 1989).

Além disso, existem inimeras variacfes fenotipicas para essa mesma espécie, as
quais sao resultado de processos evolutivos diante de diferentes condigdes, sejam elas
climéticas, nutricionais, de Iluminosidade e até mesmo de estresse (GARCIA-
CAPARROS et al., 2018).

Nesse contexto, o metabolismo dessa espécie é dinamico e complexo. Um
exemplo, é a sua dindmica metabdlica na producdo e no consumo de carboidratos, em
que além dos processos de fotossintese e de respiracdo, tambem possui o
metabolismo &cido das crassulaceas durante a auséncia de luz (BATISTA et al.,
2017b).

Outro exemplo, é a producdo de de MSs contendo padrBes estruturais Unicos,
envolvidos em rotas biossintéticas diversas e pouco compreendidas. Desse modo,
ainda ha muito a ser estudado sobre a complexidade metabdlica, especialmente as
substancias que pertencem as vias biossintéticas dos isoprendides, do chiguimato e
dos policetideos aromaticos (BATISTA et al., 2017b; ILYAS et al., 2014; RUIZ
MOSTACERO et al., 2019).
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1.2.1. Perfil metabolémico de P. obtusifolia

Diversos estudos quimicos de P. obtusifolia possibilitaram identificar e isolar
diferentes classes de metabdlitos secundarios com importante papel biolégico (Figura
13 a sequir).

Os terpenos (36-53), fenilpropanoides (54,55) e meroterpenos e (65-71) sdo 0s
MSs mais representativos no perfil metaboldmico dessa espécie, seguido de lignanas
(59-61), Substancias glicosiladas (58,62-64) e benzopiranos (62-69) (ILYAS et al.,
2014; RUIZ MOSTACERO et al., 2019; TANAKA; ASAI; IINUMA, 1998).

Como ja mencionado anteriormente (Figura 2 do topico 1.1., pag. 25) os terpenos
sdo oriundos da via dos isoprendides enquanto que os meroterpenos envolvem mais de
uma via, sendo que nessa espécie, as vias dos isoprendides e a dos flavondides estédo
envolvidas (ISAH et al., 2018).

Nesse contexto, tanto os flavondides 62-64, como 0s benzopiranos 65-69 séo
predominantemente acumulados em P. obtusifolia. (BATISTA et al., 2017b; RAN; LI,
2021). Entre os benzopiranos, destacam-se 0os cromanos peperobutsina A (65), acido
cromano (AC) (66), cromanos ésteres de borneol (BEAC) (67) e de fenchol (FEAC)
(68), e o cromano clusifoliol (69), todos com muitos relatos de atividades biologicas
importantes: tripanocida, antibacteriana, antitumoral e antioxidante (BATISTA et al.,
2017b; BATISTA JR et al., 2009; FINATO et al., 2018; MOSTACERO et al., 2019).
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Figura 13 - Diversidade de substancias acumuladas em Peperomia obtusifolia.

#2HHC: 2’-hidroxidiidrochalcona; 8CRA: 8-C-raminosil apigenina; ISMR: isosvertisin-4'-metil-
eter-2"a-L-ramnosideo; ISR : Isoswertisin-2"a-L-ramnosideo; AC: acido (E)-5-hidroxi-2,7-dimetil-
8-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-(4-metilpenta-1,3-dien-1-il)cromano-6-carboxilico; BEAC: borneol(E)-5-
hidroxi-2,7-dimetil-8-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-(4-metilpenta-1,3-dien-1-il)cromano-6-carboxilato;
FEAC: fencol(E)-5-hidroxi-2,7-dimetil-8-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-(4-metilpenta-1,3-dien-1-
il)cromano-6-carboxilato; DMMB: (E)-2-(4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il)-5-metil-4-(3-metilbut-2-en-
1-il)benzeno-1,3-diol; ADMMB: &cido (E)-3-(4,8-dimetilnona-3,7-dien-1-il)-2,4-dihidroxi-6-metil-5-
(3-metilbut-2-en-1-il)benzadico.
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1.2.2. Acido orselinico e a via biosintética dos cromanos de P. obtusifolia

Os cromanos sao marcadores fitoquimicos de P. obtusifolia, considerados raros
em comparacdo com 0s benzopiranos de outras espécies do género (BATISTA et al.,
2017b; KATO; FURLAN, 2007). Conforme a figura 14, os benzopiranos saturados sao
biossintetizados a partir do &cido orselinico (28) e do orcinol (28’) e unidades prenila
(BATISTA et al., 2017b). No entanto, o &cido orselinico ndo é comumente encontrado
em plantas, mas em espécies de fungos endofiticos. (BATISTA JR et al., 2009).

De acordo com a literatura, a via dos cromanos 65-71 esta relacionada com a
biossintese dos precursores 28 e 28’. Em estudos anteriores sobre investigacao
metabolémica, intermediarios meroterpenos 29’ e 30° foram identificados como
derivados biossintéticos diretos de policetideos aromaticos (BATISTA et al., 2017b).

No entanto, embora tenham sido identificados e até isolados boa parte dessas
substancias, alguns desses intermediarios ainda ndo foram isolados e caracterizados
nessa planta, entre eles o suposto precursor 28 e meroterpenos 28’-30°. Muito
provavelmente esses intermediarios ndo sdo suficientemente acumulados para serem
guantitativamente isolaveis, detectaveis ou até mesmo séo instaveis demais (BATISTA
JR et al., 2009).

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa empregando ferramentas transcriptoma e
proteOmica identificaram as prenil transferases difosfato de dimetilalila (DMAPP),
difosfato de geranila (GPP) e a-tocoferol ciclase. Essas enzimas estdo envolvidas na
formacdo desses aneis benzopiranos, a partir do intermediario acido orselinico (28) e
das monoterpenos sintases na formacao dos cromanos 70 e 71 (BATISTA et al., 2017b;
LUO; YU; ZHOU, 2022).

No entanto, tanto o acido orselinico (28), como o orcinol (28’) ndo foram
identificados em P. obtusifolia (BATISTA JR et al., 2009). Vale ressaltar que a via do
acido orselinico envolve as PKSs do tipo | ou Ill, ambas comuns em plantas e fungos
(GUTIERREZ et al., 2016; TAN; CLOMBURG; GONZALEZ, 2018).
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Figura 14 - Rota de biossintese de cromanos em P. obtusifolia a partir do intermediario

acido orselinico (28) via PKS do tipo | ou .
# policetideo sintase (PKS); difosfato de dimetilalila (DMAPP); difosfato de geranila

(GPP).
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Fonte: Préprio autor.

Como ja proposto por BATISTA et al. (2017), o acido orselinico (28) pode ser
oriundo de fungos endofiticos, visto que esses policetideos aromaticos sdo metabolitos

comuns desses microrganismos.
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1.3. Fungos endofiticos de P. obtusifolia

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior de diferentes
orgdos vegetais (raiz, caule, folha, frutas e sementes), mais especificamente nos
espacos inter- e/ou intracelulares (RUIZ MOSTACERO et al., 2021). Todas as plantas
possuem enddfitos disseminados em seus tecidos constituindo um microecossistema, e
boa parte deles, induzem o crescimento e a resisténcia sistémica da planta hospedeira
(DOMKA, AGNIESZKA MALGORZATA PIOTR; TURNAU, 2019; ROJAS-IDROGO;
OLIVERA-MORANTE; PERU, 2020). Do ponto de vista evolutivo, as intera¢ées fungo-
planta sdo resultado de anos de mutacfes e adaptabilidade desses seres heterdlogos
que desenvolveram o “compartiihamento” de processos metabdlicos para absorgcéo de
nutrientes, crescimento, toleréncia a estresses bidticos e abioticos, e protecdo contra
patégenos (ROJAS-IDROGO; OLIVERA-MORANTE; PERU, 2020; RUIZ MOSTACERO
et al., 2021).

Por outro lado, os fungos endofiticos sédo prolificos e quando cultivados na
auséncia do metabolismo de planta tendem a produzir diferentes MSs. As cepas
fungicas podem crescer de forma sustentavel em diferentes meios de cultura de
laboratorio produzindo mais ou novas substancias do que cepas de origem nao
endofiticas (RUIZ MOSTACERO et al., 2021).

Recentemente, diversos fungos endofiticos foram isolados de folhas de P.
obtusifolia, com destaque para as cepas Diaporthe infecunda e Fusarium oxysporum
(RUIZ MOSTACERO et al., 2021).

Portanto, as espécies D. infecunda e F. oxysporum foram selecionadas para os
estudos de dindmica metabdlica entre planta-fungo endofitico de forma a contribuir para
a elucidagdo da via metabdlica dos cromanos de P. obtusifolia. Como j& mencionado,
esses ascomicetos sdo conhecidos por produzirem e acumular inUmeras substancias

relacionadas com as vias PKSs, incluindo os policetideos aromaticos.
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1.3.1. Diaporthe infecunda

As espécies do género Diaporthe (Diaporthaceae) pertencem a ordem
Diaporthales e a classe Dothideomycetes (CHEPKIRUI; STADLER, 2017). Estima-se
gue mais de 860 espécies do género sdo capazes de colonizar diversos hospedeiros de
plantas como oportunistas, e que varias espécies diferentes podem até concorrer com
outras espécies de géneros diferentes no mesmo hospedeiro (GOMES et al., 2013). No
entanto, algumas espécies de Diaporthe podem ser enddéfitos ou patdogenos
especificos, dependendo do hospedeiro, por exemplo o D. phaseolorum que é
patogénico em Glycine max (soja), mas endofitico em Laguncularia racemosa
(manguezal) (GOMES et al., 2013).

As espécies de Diaporthe, incluindo seu estado assexuado, sé@o classificadas e
identificadas em relagdo ao hospedeiro especifico vegetal (ROSSMAN; FARR,;
CASTLEBURY, 2007). No entanto, algumas espécies desse género podem alternar as
formas sexuais de Diaporthe para Phomopsis ou vice versa. Além disso, essa
alternancia de sexualidade tende a resultar na diversificacdo de biossintese e acumulo
de metabdlitos secundarios nos micélios fungicos (CHEPKIRUI; STADLER, 2017).

Atualmente, poucas informacdes sobre espécies especificas de Diaporthe estédo
disponiveis e confiaveis, inclusive sobre o endofito D. infecunda isolado de P.
obtusifolia (GOMES et al.,, 2013; RUIZ MOSTACERO et al.,, 2021). Apesar disso,
diversas espécies de Diaporthe isoladas de planta e cultivadas em laboratérios sao
relatados como produtores de PKSs, e consequentemente policetideos aromaticos
(CHEPKIRUI; STADLER, 2017; GOMES et al., 2013).

1.3.2. Fusarium oxysporum

As espécies do género Fusarium (Nectriaceae) também possuem algumas
particularidades, assim como as espécies do género Diaporthe, pertencem a um vasto
grupo de ascomicetos patogénicos, endofiticos e saprobios (CHEPKIRUI; STADLER,
2017; WEI; WU, 2020).
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Quase todas as espécies de Fusarium sédo patdgenas de plantas e animais devido
sua grande capacidade de producédo de toxinas (GORDON, 2017; LUZ et al., 2017). No
entanto, um pequeno grupo dessas espécies sao tipicamente endofiticos e possuem
variantes de mesma espécie denominados de “Formae Speciales”, mas ainda pouco
explorado (EDEL-HERMANN; LECOMTE, 2019).

Dessa forma, o cultivo de espécie F. oxysporum extraido de uma planta
hospedeira tende a produzir um perfil de metabdlitos secundéarios especificos quando
comparados com a mesma especie oriundo de outras plantas hospedeiras (EDEL-
HERMANN; LECOMTE, 2019; JANGIR et al., 2021; WEI; WU, 2020). Outrossim, a
espécie F. oxysporum possui uma variabilidade maior de acumulo de policetideos
aromaticos em relacdo a espécie D. infecunda (HANSEN et al., 2015; SHARMA;
MARQUES, 2018; WEI; WU, 2020).

1.4. Dinamica metabdlica

As plantas sdo organismos sésseis e para compensar o fato de ndo serem
capazes de se locomover quando desafiadas por condicdes de crescimento
desfavoraveis, ataque de pragas ou herbivoros, desenvolveram a sua sobrevivéncia
frente a adaptabilidade ao estresse e a dindmica biosintética de metabdlitos
secundarios (KATO; FURLAN, 2007; KNUDSEN et al., 2018).

Em termos evolutivos, as plantas desenvolveram plasticidade metabdlica com
capacidade de sintese, sob demanda, de uma infinidade de fitoquimicos para
responder especificamente aos desafios que surgem durante a ontogenia das plantas
(KNUDSEN et al., 2018).

No caso de P. obtusifolia, poucos estudos foram realizados sobre a sua dinamica
metabdlica. Dentre eles, sdo relatados a variabilidade de producdo e acumulo de
pigmentos vermelhos, verdes, azuis em folhas de acordo com a quantidade de
luminosidade recebida, sendo que, em condicbes de baixa luminosidade, a
concentracdo de clorofila, nitrogénio e fésforo tendem a ser maiores (GARCIA-
CAPARROS et al., 2018). De certo modo, essa dinAmica esta fortemente associada
com a via dos isoprendides e com o metabolismo acido das crassulaceas conforme
discutido anteriormente (Tépico 1.2) (BATISTA et al., 2017b)
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Como ja mencionado, ndo ha indicios de vias biossintéticas do acido orselinico em
plantas (BATISTA et al., 2017b; GUTIERREZ et al., 2016). Nesse contexto, o estudo
metabolémico dos fungos endofiticos de P. obtsifolia pode auxiliar na descoberta da
origem da via do acido orselinico com base nas evidéncias de acumulo dos policetideos
aromaticos existentes em espécies do género Diaporthe e Fusarium. (CHEPKIRUI;
STADLER, 2017; HANSEN et al., 2015; WEI; WU, 2020).

Assim, o estudo metabolomico das cepas D. infecunda e F. oxysporum isoladas
de P. obtusifolia pode nos fornecer informacdes valiosas sobre a origem do acido
orselinico (28) el/ou orcinol (28’). No entanto vale ressaltar que uma vez que o0
metabolismo fungico esta intimamente relacionado com o estado de crescimento e a
forma de desenvolvimento do microrganismo, o acumulo e a producdo de MSs pode
variar ao longo do tempo. (TRIASTUTI et al., 2021).

45



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € investigar a dinamica metabodlica dos fungos
endofiticos Diaporthe infecunda e Fusarium oxysporum e associar a via biossintética de

cromanos em Peperomia obtusifolia.

2.2. Objetivos Especificos

- Cultivar e obter os extratos de D. infecunda e F. oxysporum para aquisicao de
espectros de MS e MS/MS empregando diferentes métodos de HPLC-ESI-QTOF-MS e
de UPLC-ESI-QTOF-MS;

- Realizar o processamento e interpretacdo dos dados de MS e MS/MS para

deteccdo dos metabdlitos secundarios e investigacdo metabolémica;

- Realizar planejamento experimental composto central rotacional do fungo que
qgue possuir maior diversidade de policetideos aromaticos para avaliacdo da dinamica

metabolica;
- Quantificar o teor de acido orselinico por HPLC-DAD dos extratos obtidos do

estudo de planejamento experimental do fungo para otimizacdo das variaveis visando a

maximizacgéo deste metabalito;
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Obtencao das amostras
3.1.1. Material vegetal - Peperomia obtusifolia

A espécie Peperomia obtusifolia, registrado no SIGEN: A41D5BF, foi
disponibilizada e cultivada na casa de vegetacdo do Instituto de Quimica de
Araraquara, UNESP, Araraquara, SP, Brasil. A mesma foi previamente identificada pela
Dra. Inés Cordeiro do Instituto de Botanica (IBt de Sado Paulo, SP, Brasil) e depositadas
no Herbario do Instituto de Botanica (USP — SP) exsicata Kato 0057, Herbario do
Instituto de Biociéncias (USP — SP) exsicata Kato 093 e no Herbario do Estado “Maria
Eneyda P. Kaufmann Fidalgo” (Sdo Paulo) exsicata Kato 070. As folhas foram
submetidas a secagem em estufa a 40°C, posteriormente foram trituradas em moinho
analitico, armazenadas em frascos ambar em dessecador e mantidas na auséncia de

luz.

3.1.2. Cepas fungicas — Diaporthe infecunda e Fusarium oxysporum

As cepas de D. infecunda e F. oxysporum isoladas de folhas de P. obtusifolia pela
colaboradora Profa. Silvia Lopez da Universidade Nacional de Roséario (Rosario,
Argentina) e cedidas para o laboratério do NUBBE/IQ-UNESP (Araraquara-SP, Brasil).
Os esporos foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultivo preparado de
batata dextrose agar (BDA), Acumedia® (Indaiatuba-SP, Brasil).

O meio de cultivo BDA utilizado foi composto de 4 g de fécula de batata, 20 g de
dextrose e 15 g de agar por litro. O meio foi preparado em meio aquoso a 39 g.L?,
autoclavados (120°C em latm), transferidos para placas, repousados em capela de
fluxo laminar por 1 hora, seguido de esterilizacdo (30 min de radiacao Ultravioleta) e por
fim, as placas foram devidamente fechadas com parafilme.

Os esporos de D. infecunda e F. oxysporum foram inoculados em placas e
cultivados na condic¢do inicial de 33°C, em incubadora de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), por 7 dias. Nesta etapa, foram preparadas cerca de 200 placas de
cultivos para cada fungo e foram avaliados os perfis metabélomicos nessa condi¢ao de

cultivo a partir da analise dos extratos brutos.
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3.2. Obtencao dos extratos brutos
3.2.1. Extratos de P. obtusifolia

As amostras trituradas de folhas foram submetidas a extracdo exaustiva (3 vezes)
de 25 mL de acetato de etila (AcOEt) por 24 hr. As solucdes obtidas foram filtradas em
papel de filtro analitico, rotaevaporadas e transferidas para frascos ambar para
secagem em capela de exaustdo. Posteriormente os extratos brutos secos foram

liofilizados e mantidos fechados ao abrigo de luz a 4°C.

3.2.2. Extratos de D. infecunda e F. oxysporum

Os extratos dos fungos foram obtidos empregando o método de Jgrgensen e
colaboradores (2014) com alteracdes. Nesse caso, 0s micélios da camada de BDA
foram retirados em fragmentos menores com auxilio de espatula e transferidos para
erlenmeyers contendo 25mL de acetato de etila (AcOEt).

O processo de extracdo ocorreu com os frascos devidamente fechados com papel
kraft, em camara de refrigeracdo a 20 °C e agitacdo mecanica por 24 h.
Posteriormente, a solucéo foi filtrada em papel de filtro analitico (Millipore®) e o residuo
foi submetido a novo processo de extragao.

A proporcdo média de extracao foi de 20 placas utilizando 25 mL de AcOEt, por 3
vezes consecutivas. As solucfes extraidas foram agrupadas (média total de 75 mL),
rotaevaporadas e transferidas para frascos ambar para secagem em capela.
Posteriormente, os extratos brutos secos foram liofilizados, e por fim, armazenados e

fechados em frascos ambar ao abrigo da luz em 4°C.

3.3. Tratamento dos extratos

3.3.1. Clean-up dos extratos

Os extratos brutos foram ressuspendidos em metanol (MeOH) (1mg.mL?) e

submetidos a procedimento de limpeza de amostra (Clean-up) para a eliminacao de

eventuais impurezas. Esse procedimento consistiu na extragdo em fase soélida (EFS),
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utilizando cartucho Chromabond® C-18 (1 mL de fase estacionaria octadesil) e uso de
solventes ultrapuros: agua e MeOH (95:5).

A fase estacionaria do cartucho foi ativada com 1 ml de solu¢éo de agua e MeOH
(95:5). Posteriormente, foram adicionados 1 mL de solucéo de extrato e 2 mL de MeOH
para eluicdo completa do cartucho. O eluato foi coletado em frasco ambar, liofilizado e

armazenado a 4°C ao abrigo da luz.

3.3.2. Pré-concentracéo dos constituintes polares dos extratos

Considerando a complexidade dos extratos brutos de P. obtusifolia, D. infecunda e
F. oxysporum empregou-se como estratégia a pré-concentracdo dos constituintes
polares através de EFS.

Para isso, foi utilizado cartuchos Chromabond® C-18 (1 mL de fase estacionaria
octadesil) ativados com 1 mL de solu¢gdo hidroalcodlica de MeOH 5% (v/v)
Posteriormente, foram preparados as amostras dos extratos ressuspendido em MeOH
(Img.mL?Y), submetidos ao banho de ultrassom (10 min) e centrifugacéo (5.000 rpm).

A pré-concentracao foi realizada com a adicdo de 1 mL da amostra preparada de
extrato ao cartucho ativado, seguido de adicdo de 2 mL de uma solucao hidroalcodlica
MeOH a 35% (v/v) e coleta de 3 mL do eluato. O clean up dos cartuchos foi realizado
utiizando 10 mL de MeOH puro, e, apdés secos, os cartuchos foram reativados
novamente com 1 mL de solucdo hidroalcodlica MeOH:H20 5%. Para cada tipo de
amostra foram realizadas 5 pré-concentracdes. Os eluatos foram agrupados (cerca de
15 mL), transferidos para tubos conicos (tipo Falcon) para serem secos em capela de
exaustao e liofilizados. Por fim, essas amostras foram armazenadas a 4°C, ao abrigo

da luz.

3.4. Estudo metaboldmico
3.4.1. Analise por HPLC-ESI-QTOF-MS

Para a analise por HPLC-ESI-QTOF-MS utilizou-se um sistema de HPLC
Shimadzu® (Kyoto, Japan) composto por duas bombas LC-20AD, injetor automatico
SIL-20AHT, detector SPD-20A, forno de coluna CTO-20A e mddulo controlador CBM-
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20A. Esse sistem foi acoplado ao espectrometro de massas configurado como ESI-
QTOF-MS/MS, modelo Bruker microOTOF-QII.

Para o método separacao, empregou-se coluna Phenomenex Luna PFP (2) 5 um,
150x2mm numa vazéo de 0,2 ml.min! utilizando método gradiente de eluicdo. As fases
moveis utilizadas foram: H20 com 0,1% de acido férmico v/v e acetonitrila (ACN) com
0,1% de &cido férmico v/iv com 0,1% de &cido formico. O método de eluicdo gradiente
foi realizado nas seguintes condi¢des: 0-3 min com 2 % de B, 3-32 min com gradiente
de 2-00% de B, e 32-34 min com 100 % de B (etapa de limpeza). Nesse método, foi
utilizado temperatura de coluna a 40°C e 10uL de volume de amostra.

O espectrometro de massas foi configurado com os funis RF2, 2RF e RF hexapole
programado a 400, 200 and 200 Vpp, respectivamente. Os espectros MS e MS/MS
foram adquiridos nos modos de ionizacéo por electrospray positivo (ESI-(+)) e negativo
(ESI-(-)).

No modo ESI-(+), os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos com o0s
seguintes parametros: gas N2 de nebulizagcédo a 4 Bar com fluxo de 8L.min, energia de
capilaridade de 4500 V, temperatura de 200 °C, energia de colisédo de 12 eV e energia
do quadrupolo de 6 eV.

No modo ESI-(+), os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos com os
seguintes parametros: gas N2 de nebulizagédo a 8 Bar com fluxo de 8L.min%, energia de
capilaridade de 3500 V, temperatura de 200 °C, energia de colisdo de 10 eV e energia
do quadrupolo de 8 eV.

As amostras dos extratos foram preparadas em eppendofs, ressuspendidos em
ACN; na concentracdo de 1 mg.mL, seguido de ultrasonificacédo e centrifugagdo. Os

sobrenadantes foram transferidos para os vials e submetidos a analise.

3.4.2. Analise por UPLC-ESI-QTOF-MS

O equipamento empregado foi composto pelo sistema UPLC Waters® Acquity
contendo injetor automatico acoplado a um espectrobmetro de massas modelo Xevo®
G2-XS QTOF configurado com fonte de ionizagao por electrospray (ESI).

Para o meétodo cromatografico foi utilizado a coluna C18 Waters®, modelo
ACQUITY UPLC BEH (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um), a 30 ° C. Empregou-se como fases
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moveis o eluente A (0,1% &acido férmico em agua ultrapura) e o eluente B (0,1% de
acido férmico em acetonitrila de grau de pureza HPLC gradiente), numa vazao de 0,4
mL.min! e gradiente exploratério 5-100% (B) de 20 min.

As amostras dos extratos foram preparadas em eppendofs, ressuspendidos em
ACN; na concentracdo de 1 mg.mL, seguido de ultrasonificacédo e centrifugagdo. Os
sobrenadantes foram transferidos para os vials e submetidos a andlise nos modos de

aquisicao dependente (DDA) e independente de dados (DIA).

3.4.2.1. Aquisicao dependente e independente de dados de MS e de MS/MS

Os espectros de MS (full scan) e de MS/MS foram obtidos nos modos de
aquisicdo de dados dependente (DDA) e aquisicdo de dados independente (DIA) com
intuito de obter o maximo de informacdo metabolémica dos fungos. Para ambos os
modos, foram utilizados ionizacdo positiva (+) e negativa (-) do ESI, no intervalo de 50-
1200 Da e com o tempo de aquisicdo de 0,1 segundo no modo centréide.

O modo DDA foi empregado para deteccdo de alta precisdo e exatiddo dos ions
observaveis nos espectros de MS e seus espectros de MS/MS isolados para a
interpretacdo dos ions fragmentos. JA no modo DIA, os espectros de MS/MS foram
obtidos a partir de todos os ions produtos (MSF) detectados juntos, ou seja os
espectros MS/MS nado sdo provenientes de ions isolados do espectro MS, e sim de
varios ions simultaneamente. Diferente do modo DDA, o MSE permite obter mais
informacdes espectrais de MS/MS (NOBLE; LINNET, 2018).

Para a condicdo de DDA foi utilizado energia de colisdo em rampa de 6-60 eV,
voltagem capilar de 3,0 KV e para a condicdo de MSF as energias de colisdo: mais
baixa: 20 eV e rampa de energia de colisdo mais alta: 20-50 eV. Os parametros
instrumentais de ionizagcdo no espectrometro de massas foram: gas de dessolvatagéo
(N2) 800 Lgh? e temperatura de 650 °C, taxa do fluxo de gas do cone 100 L ht e
temperatura da fonte 100 °C.
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3.4.2.2. Molecular Networking e processamento de dados pelo GNPS

Inicialmente, os arquivos de dados de MS e de MS/MS, adquiridos no modo DDA,
foram convertidos de extensdo “.RAW” para “.mzXML”. A conversdo foi realizada
utilizando o software MSconvert que € uma das ferramentas disponiveis pelo provedor
de cddigo aberto ProteoWizard. Posteriormente, os arquivos mzXML foram adicionados
a plataforma Global Natural Products Social (GNPS) por meio do software de
transferéncia de dados seguros, o programa WinSCP (Windows Secure CoPy)
respectivamente. A conversao foi necesséaria para a realizacdo de processamento de
dados de MS e de MS/MS na plataforma online de GNPS (http://gnps.ucsd.edu).

Foi empregado a obtencdo de redes moleculares pelo método classico (workflow
online) disponivel pela plataforma GNPS (https://ccms-

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/). Para isso foram estabelecidos ajustes de

parametros de de processamento de dados para deteccdo de sinais m/z , criagdo de
redes moleculares por similaridades dos espectros e anotacdes de MSs.

Os parametros estabelecidos foram: a eliminagdo de impurezas espectrais pela
eliminacao de ruidos de todos os sinais de ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17
Da do precursor m/z; limitacdo espectral de MS/MS filtrados com o minimo de 6 ions de
fragmento na janela de +/- 50 Da em todo o espectro; tolerancia da massa para
deteccdo do ion precursor ajustada para 2,0 Da; e uma tolerancia de deteccdo do ion
do fragmento MS/MS de 0,5 Da (WANG et al., 2016).

Posteriormente a criacdo de rede foi obtida com base nos seguintes parametros:
aquisicdo de arestas filtradas com pontuacédo de cosseno acima de 0,7; ajuste de
deteccdo minima de 4 picos com propor¢cdes de perdas de fragmentos similares entre
todas as janelas espectrais; criacdo méaxima de 10 nodos para as similaridades
espectrais detectadas; e o tamanho maximo dos clusters de uma familia molecular foi
definido no maximo 100 (WANG et al., 2016).

Por fim, os parametros de pareamento entre os espectros de MS e de MS/MS dos
experimentos realizados com a base de dados da plataforma GNPS para anotac¢fes de
MSs foram ajustados da mesma maneira utilizada para os ajustes dos parametros
iniciais de entrada. Todas as correspondéncias foram mantidas entre espectros de rede
e espectros de biblioteca com anotacédo a partir de pontuacdo minima de 0,7 e com
pelo menos 4 picos correspondentes de mesmas proporc¢des de perdas de fragmentos
(WANG et al., 2016).
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3.4.2.3. Processamento de dados pelo UNIFI

Nessa etapa, os arquivos de dados de MS e de MS/MS, adquiridos no modo DIA
(MSE), foram extraidos pelo software MaxLynx e depositados no software UNIFI (ambos
pertencentes a Waters®). O sistema de anotacdo do UNIFI consistiu na predicéo tedrica
das massas exatas dos ions adutos e ions fragmentos de acordo com pareamento de
uma base de dados. As anotacdes sao obtidas a partir de deteccédo dos valores m/z
dos espectros de MS e MS/MS (YANG et al., 2018).

Para isso, foi elaborada uma biblioteca de dados com mais de 400 substancias
relatadas em D. infecunda e F. oxysporum utilizando ferramentas analiticas do estado
da arte para desenho de moléculas (arquivos ChemDraw com extensdo .mol) e
descricdo das massas exatas (arquivo com extensao xim).

Para a anotacdo das substancias, os parametros de processamento de dados
para deteccdo de picos m/z nas janelas espectrais foram ajustados em relacdo aos
valores de alta energia (High Energy, HE) para os espectros de MS, e de baixa energia
(Low Energy, LE) para os espectros de MS/MS.

Nesse caso, os valores de deteccdo de HE foram correspondentes a 3x
aintensidade do menor sinal m/z detectavel e para os valores de LE correspondente a
2x 0 valor estabelecido no HE. Por fim, estabeleceu-se o erro toleravel de anotacao de
5 ppm entre os espectros de MS e de MS/MS e a base de dados (YANG et al., 2018).

3.5. Avaliacdo da dindmica metabdlica
3.5.1. Planejamento experimental de cultivo fangico

Esse experimento foi empregado para a espécie de fungo que apresentou maior
namero e diversidade de policetideos aromaticos. Foi proposto o estudo de
variabilidade metabdlica e quantificacdo do acido orselinico. Para isso, variou-se as
formas de cultivo do fungo em relagcédo ao tempo e a temperatura de crescimento para
obtencao de diferentes perfis metabdlicos.

Para tal propésito, utilizou-se o modelo de planejamento experimental composto
central rotacional (CCR) com dois pontos centrais. As condi¢des de cultivo de fungo

foram sugeridas a partir dos valores codificados minimos (-1) e maximos (+1) das
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variaveis de entrada X1 (tempo) e X2 (tmperatura) foram: 3-15 dias e 22-32°C (Tabela
1).

Cada condigao de cultivo foi realizada em 20 placas contendo meio BDA e fungo
inoculado. O crescimento fungico foi realizado sob DBO seguindo os parametros de X1
e X2 para retirada dessas amostras devidamente nos prazos. Os extratos brutos foram
obtidos conforme a metodologia anteriormente descrita (t6pico 3.1.1).

Nesse planejamento experimental, os extratos foram avaliados por HPLC-ESI-
QTOF-MS para estudo de variabilidade metabdlica com base no processamento de
dados de MS e de MS/MS para deteccéo de policetideos aromaticos e por HPLC-DAD
para determinacdo dos teores de acido orselinico entre os diferentes extratos
adquiridos. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados foram
analisados com o software Statistica 7.

Tabela 1. Valores utilizados como varidveis de entrada de tempo (X1) e de temperatura (X2)

Variavel codificada Variavel nédo codificada
Tempo (X1) Temperatura (X2) | Tempo (dias) Temperatura (°C)
-1 -1 4,8 23,5
-1 +1 4,8 30,5
+1 -1 13,2 23,5
+1 +1 13,2 30,5
0 0 9 27
0 0 9 27
0 -1.45 9 22
0 +1.45 9 32
-1.45 3 27
+1.45 0 15 27

3.5.2. Processamento de dados e deteccéo de policetideos aromaticos

Os dados brutos de MS e de MS/MS obtidos a partir das analises por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, acoplado foram
convertidos do formato “.d” para “.mzXML”. Posteriormente, esses dados foram

processados de duas formas: a primeira utilizando a plataforma GNPS (Mesma
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metodologia do topico 3.4.2.2) e a segunda pelo processamento utilizando o software
MZmine.

O primeiro processamento pela plataforma GNPS consistiu em obter anotagdes
mais detalhadas empregando ferramentas avancadas de analise in silico. O primeiro
método empregado foi o Network Annotation Propagation (NAP) para obter mais
anotacdes de MSs empregando um algoritmo que extende o acesso de base de dados
espectrais experimentais e tedricos além do proprio acesso a biblioteca GNPS. Nesse
caso, foram incluidos o acesso as bases de dados de SUPNAT, CHEBI, DRUGBANK,
FooDB e NPAtlas (PILON et al., 2019). Por fim, aplicou-se o0 método MolNetEnhancer
para visualizacdo de superclasses de MSs, entre eles os derivados aromaticos e
policetideos, e avaliar a variacdo metabdlica para cada condicdo de cultivo de fungo
(ERNST et al., 2019).

O segundo processamento foi realizado utilizando o MZmine com ajustes de
deteccédo de fons dos espectros de MS/MS no nivel de Noise = 10° e faixa de retencéo
de corrida analisada no método HPLC-ESI-QTOF-MS entre 0-20 min. Posteriormente
os valores de m/z foram listados e mapeados em cromatogramas de ions extraidos
(XIC). Por fim, foram anotadas todas as substancias possiveis pelo método online que
permite o acesso a base de dados da plataforma de Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) nos modos ESI-(+) e ESI-(-). Dentre todas as anotagOes, foram
considerados e tabelados os todos os policetideos arométicos com base na literatura

para discussao dos resultados sobre dinamica metabdlica do fungo.

3.5.3. Teor de &cido orselinico e otimizagao de cultivo fungico

Os teores de acido orselinico dos extratos de F. oxysporum foram avaliados como
fator resposta nesse estudo de planejamento CCR. Foram avaliando os coeficientes de
determinacdo (r?) dos modelos matematicos do planejamento CCR que melhor
represente os efeitos das variaveis X1 e X2 com os resultados experimentais, foi
admitido r>> 0,5 que é considerado como correlacdo suficientemente aceitavel para
explicar os diferentes experimentos biolégicos de cultivo e a complexidade metabdlica

envolvida na biossintese de MSs. Nesse contexto, a area e a superficie de resposta,
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dados estatisticos e o diagrama de Pareto foram avaliados utilizando o software
Statistica 14.0.

Estabeleceu-se o intervalo de confianca de 95% para todas as analises dos
dados. Dessa maneira, os efeitos das variaveis foram padronizados para cada variavel
de entrada (tempo e temperatura) e a interacdo entre essas variaveis foi determinada

pela equacéo (1) e o diagrama de paretos.

0

e = EPO) (1)

Onde: tca: efeitos padronizados, 6: valores dos efeitos, e EP(6): o erro padrao

A condicdo otimizada de crescimento do F. oxysporum foi definida utilizando a
equacao 2 e avaliacdo do grafico de desejabilidade para cada variavel individual X1 e
X2 pelo software Statistica 14.0 que define a média geométrica de desejabilidade.
Nesse caso, o parametro de desejabilidade foi estabelecido como a maximizacdo do

teor de acido orselinico.
D=1d,d,..d, (2)

Onde: D: desejabilidade individual, m: ndmero de parametros analisados.

Por fim, foi cultivado o F. oxysporum na condicdo otimizada de tempo e
temperatura, em triplicata, e avaliado novamente o teor de &cido orselinico pelo método
de quantificacdo em HPLC-DAD. O teor de &cido orselinico foi calculado pela razdo
massa de acido orselinico determinada pela massa de extrato utilizado (m/m) em

escala percentual (%).

3.6. Método HPLC-DAD para quantificagdo de acido orselinico

A quantificacdo de acido orselinico nas amostras do estudo de planejamento
CCR foi realizada a partir do desenvolvimento de método HPLC-DAD comparativo com
padrdo primario, nesse caso o padréo de acido orselinico da Sigma-Aldrich®. Para o
desenvolvimento de método foi empregado o sistema cromatografico Shimadzu (Kyoto,

Japao), modelo de proeminéncia, configurado com bombas LC-20AT, desgaseificador
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DGU-20A3, amostra SIL-20A alto, moédulo detector SPD-M20A, um forno de coluna
CTO-20A e um controlador CBM-20A.

O método proposto foi realizado no modo reverso tendo como fase estacionéria
a coluna C18, modelo Luna® 5uym C18(2) 100 A, Phenomenex (Cheshire, UK) com 150
mm X 4,6 mm. O modo de eluicdo foi realizado de forma gradiente, sendo as fases
moveis: A (0,1% de acido férmico em H20) e B (0,1% de acido formico em ACN). A
separacao por modo gradiente foi configurado como: 20-23% B (10 min), 23-100% B (2
min), 100% B (4 min).

As amostras foram preparadas de forma semelhante aos métodos HPLC-ESI-
QTOF-MS e UPLC-ESI-QTOF-MS, empregados anteriormente (Topicos 3.4.1 e 3.4.2).
Todas as andlises foram realizadas em triplicata, em 254 nm, no fluxo de 1,0 mL. min-!
e 5-10 yL volume de injecado de amostra dependendo do efeito de matriz de extratos.

Por fim, para validacdo quantitativa neste estudo, foi proposto a avaliacdo das
amostras de extratos comparativamente com padréo de &cido orselinico a linearidade,

precisdo, efeito da matriz, fator de recuperacéo e estabilidade.

3.6.1. Curva de calibracéo, linearidade, limites de deteccao e de quantificacéo

A curva de calibracdo foi obtida empregando 7 niveis de concentracdo, em
triplicata, na faixa de trabalho de 107 a 10 mg.mL*, obtido pelo método de regresséo
linear de minimos quadrados dos valores das integrais. Além disso, essa faixa de
trabalho foi obtida em 2 niveis de volume de injecdes, 5 e 10 uL, obtendo assim duas
curvas de calibragéo, incluindo os valores das inclinagdes (b), dos interceptos (a) e dos
coeficientes de determinacéao (r?).

Por fim, os limites de deteccao (LD) e limites de quantificagéo (LQ) foram obtidos
conforme as equacOes (3) e (4). SDa € o desvio padrdo da interceptacdo y e b a
inclinacdo das equacbes de regressdao, respectivamente (VASILEIADOU;

KARAPANAGIOTIS; ZOTOU, 2021).

LD = 3x % 3)

LQ = 10x ‘% )

Onde: SDa é o desvio padrao da interceptacdo y e (b) a inclinacdo das equactes de regressao,

respectivamente.

57



3.6.2. Precisao, efeito de matriz e fator de recuperacao

A precisdo do método da determinacéo de teor de acido orselinico foi observada
pela variacao do volume de injecdo em trés niveis(1uL, 5uL e 10 uL) e pela variacao de
concentragcdo, também em trés niveis (0,1 mg.mL?, 0,5 mg.mL! e 1 mg.mL?) da
melhor inje¢éo (melhor visualizacdo) do preparo de solugéo de extrato.

Além disso, foi realizada a fortificacdo de solu¢do padrdo de acido orselinico a
85% com 15% de extrato v/v para a avaliagdo da preciséo e a exatidao da matriz de
amostra em relacdo ao fator de recuperacao. O fator de recuperacao foi calculado pela
razao percentual da concentracao inicial (antes da fortificacdo) pela concentracéo final
subtraindo a quantidade de &cido orselinico adicionada depois da fortificagéo.

Nesse caso, 0 objetivo foi avaliar se a adicdo de pequenos volumes de extratos
em dois niveis de concentracdo poderia afetar a robustez do metodo HPLC-DAD
considerando o efeito de matriz no momento de preparo de amostra para determinacao
de teor de acido orselinico. As analises foram feitos em triplicatas, considerando
volume fixo de 1mL da solucéo total e concentracdo de acido orselinico de 10> mg.mL*
(VASILEIADOU; KARAPANAGIOTIS; ZOTOU, 2021).

3.6.3. Estabilidade de extrato

Devido a complexidade dos extratos de fungos, o que € esperado, avaliou-se
também a estabilidade da solucdo de extrato em relacdo ao tempo de repouso apos o
preparo nos intervalos de 0, 12 e 24 horas. Nesse caso, avaliou-se a partir da mesma
amostra preparada, a quantificacdo do acido orselinico, em trés replicatas na condi¢ao

de 25°C e isento de luz.
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4. Resultados e discussodes
4.1. Avaliagéo do perfis metabolémicos
4.1.1. Analise comparativa dos extratos por UPLC-ESI-QTOF-MS

Os extratos brutos de P. obtusifolia, D. infecunda e F. oxysporum foram
analisados previamente por UPLC-ESI-QTOF-MS a fim de comparar os
cromatogramas de picos base (BPC) nos modos ESI-(+) e ESI-(-) com os padrdes de

acido orselinico (28) e acido cromano (AC) (66) (Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Perfis BPCs no modo ESI-(+) dos extratos brutos avaliados de P.
obtusifolia, D. infecunda e F. oxysporum e dos padrdes de acido orselinico e AC.
#Visualizacao pelo software MaxLynx
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Fonte: Préprio autor.
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Em ambos os modos ESI, os tempos de retencao dos padrdes 28 e 66 foram 4,37

min e 17,12 min. Dentre os extratos avaliados, nenhum dos extratos de fungos

apresentaram a presenca de 28 e 66. Apesar disso, entre os perfis no modo ESI

avaliados, apenas no extrato de F. oxysporum apresentou uma banda cromatografica

com tempo de retencdo proxima de 4,32 min no modo ESI-(+), mas ainda inconclusivo

por ndo ser possivel adquirir os espectros de MS/MS.

Figura 16 - Perfis BPCs no modo ESI-(-) dos extratos brutos avaliados de P. obtusifolia,
D. infecunda e F. oxysporum e dos padrdes de acido orselinico e AC.
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Por outro lado, nessa avaliacdo, os extratos analisados apresentaram diferentes
bandas cromatograficas desconhecidas que podem ser investigadas por ferramentas
de analise dos perfis metabolémicos a partir de processamento de dados de MS nos
modos ESI-(+) e ESI-(-).

Nesse sentido, estratégias de analises por UPLC-ESI-QTOF-MS foram propostas
considerando a possibilidade da concentracdo de acido orselinico (28) dos extratos
brutos de P. obtusifolia, D. infecunda e F. oxysporum estarem em quantidades
insuficientes para aquisi¢éo de espectros de MS/MS.

4.1.2. Aquisicdo de dados de MS e de MS/MS nos modos DDA e MSE

Dando continuidade as andlises para detec¢cdo do &cido orselinico nos extratos de
fungos, foram realizadas aquisicdo de dados dependentes (DDA) e de dados
independente (DIA) do tipo MSE por UPLC-ESI-QTOF-MS com o intuito de obter mais
informacdes de espectros de MS e de MS/MS. Nesse caso, a aquisicdo DDA refere-se
a obtengao de espectros de MS/MS a partir de ions “isolados” do espectro de MS (full
scan), enquanto que no modo MSE corresponde a aquisicdo de dados DIA que se
refere a obtencdo de espectros de MS e de MS/MS a partir de todos os ions
detectados, ou seja “nao isolados” (VIEIRA; CORTELO; CASTRO-GAMBOA, 2020).

Como resultado, foram obtidos os perfis BPCs dos extratos dos fungos de D.
infecunda (Figura 17) e de F. oxysporum (Figura 18). Os perfis cromatograficos das
duas espécies de fungo (em azul) foram sobrepostos com os perfis dos extratos do
meio de cultivo BDA (em vermelho).

A andlise mostrou um maior numero de bandas cromatograficas nos extratos de
D. infecunda e de F. oxysporum nos modos MSE quando comparados com o modo
DDA. No entanto, o extrato de F. oxysporum demonstrou possuir maior diversidade de

MSs em ambos os modos de aquisicdo, DDA e MSE.
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Figura 17 - Perfis BPCs nos modos DDA e MSE dos extratos D. infecunda (em azul) e
do branco (vermelho) adquiridos por ESI-(-) e ESI-(+).
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Figura 18 - Perfis BPCs nos modos DDA e MSE dos extratos F. oxysporum (em a zul) e
do branco (vermelho) adquiridos por ESI-(-) e ESI-(+).
#Visualizagéo pelo software MZmine.
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4.1.3. Redes moleculares e processamento de dados GNPS

Os dados de MS e de MS/MS (adquiridos nho modo DDA) foram processados na
plataforma GNPS para obtencdo das redes moleculares de D. infecunda e de F.
oxysporum (Figuras 8 e 9). Em ambas redes ocorreram formacdo de pontos (nodos)
interligados denominadas de clusters que representam as anotacdes dos espectros
experimentais que compartilham padries espectrais similares entre si (coseno>0.7).
Paralelo a isso, os clusters foram pareados com os espectros disponiveis na biblioteca
de dados espectrais de MS e de MS/MS (CHEPKIRUI; STADLER, 2017; MANSSON,
2011; NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003; WEI; WU, 2020).

Figura 19 - Redes de interacbes moleculares de D. infecunda representando os clusters
formados no modo positivo (vermelho), no modo negativo (azul) e as substéncias identificadas.
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Fonte: Préprio autor

A rede molecular de D. infecunda apresentou menor correlacdo entre os clusters
gerados (Figura 19), comparado com a rede molecular de F. oxysporum (Figura 20),
corroborando o perfil metabdlico identificado pela analise por UPLC-ESI-QTOF-MS
(Figura 17 do Tépico 4.1.2, pag. 62).
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De toda forma, foi possivel anotar algumas substancias, tais como o acido
carldsico (2d), desacetil pebrolida (4d) e isdmeros estruturais de hidroximeleina (1d) e
(3d) (Figura 19 e Tabela 2). De acordo com a literatura, esses MSs anotados s&o
oriundos das vias dos isoprendides e dos policetideos que sdo comuns em espécies do
género Diaporthe (CHEPKIRUI; STADLER, 2017). Além disso, as isocoumarinas (1d) e
(3d) anotadas sao conhecidas por serem provenientes de vias PKSs do tipo | néo
redutase (NR-PKS). (KAHLERT et al., 2021).

Na andlise da rede molecular de F. oxysporum foi possivel anotar varios nodos
como espectros similares ou idénticos de beauvericina (5f). Outrossim, o acido 9-
hidroxioctadecanadico (3f) e os policetideos aromaticos 1,3,6,8-THN (4f), citrinina (1f) e
norjavanicina (2f) foram também anotados (Figura 20 e Tabela 2). Dentre esses MSs
anotados, os policetideos aromaticos mostram PKSs com arquiteturas enziméaticas
similares das PKS envolvidas na via biossintética do acido orselinico (AAMIR et al.,
2018; GRIFFITHS et al., 2018; HANSEN et al., 2015; KAHLERT et al., 2021; LEBEAU
et al., 2019; ZHANG et al., 2016)

Figura 20 - Redes de interacbes moleculares de F. oxysporum representando o0s clusters
formados no modo positivo (vermelho), no modo negativo (azul) e as substancias identificadas.
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Tabela 2. Substancias identificadas nas analises de redes moleculares, biblioteca GNPS e dados de massas ja publicados dos metabolitos que
mostram acumulo nos géneros Diaporthe e Fusarium.

fons
tempo de |, Massa Aduto
D. F. a ~ formula NN fragmentos a
. substancias retencéo monoisotépica  detectado Referéncias consultadas
infecunda  oxysporum . molecular detectados
(min) (Da) (m/z)
(m/z)
o [M+H]* (NIELSEN; SMEDSGAARD,
X citrinina (1f) 2,26 C13H1405 250,0841 (251,0497) 251, 233 2003)(HLEBA et al., 2017)
4-hidroximeleina [M+H]* (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003;
X (1d) 248 CuoHiwOs  194,05791 (195,0617) 195 OPUNTIA et al., [s.d.])
acido carlésico [M-H4O2+H]* 243, 211, (MANSSON, 2011; NIELSEN;
X (2d) 345 CuobhieOs 28,0634 (193,0702) 193,123 SMEDSGAARD, 2003)
6-hidroximeleina [M+H]* (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003;
X (3d) 361 CuwoHi0Os  194,05791 (195,0617) 195 OPUNTIA et al., [s.d.])
. . [M-C2H20]* (NIELSEN; SMEDSGAARD,
X norjavanicina (2f) 4,88 C14H1206 276,0634 (235.0579) 318, 235, 277 2003)(LAGASHETTI et al., 2019)
desacetilpebrolida [M+H]* 308, 267, 249, (NIELSEN; SMEDSGAARD,
X 2 H 1
(4d) 65 CazzsOs 388,186 (389,1732) 389, 406 2003)
acido 9- [M-HJ- MANSSON, 2011)(SONG et al
X hidroxioctadecadie ~ 6,59  CisHzOs  296,2355 205 ( : 2011)(SONG etal,
. (295,155) 2016)
néico (3f)
[M-HJ (AAMIR et al., 2018)(GRIFFITHS
X 1,3,6,8-THN (4f) 7,01 C10HsO4 192,0422 (101,033) 191 etal, 2018)
[M+H]*
- CasHs7N3O (784,4182) (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003;
X beauvericina (5f) 17,10 783,4095 [M+NHaJ* 806, 801, 784 ZHANG et al., 2016)
(801,4119)

Obs.: As estruturas quimicas das substancias identificadas pela analise de redes moleculares estéo representadas na figuras 19 e 20.



4.1.4. Anotacdes de MSs pelo UNIFI

O sistema de anotacdo do UNIFI gerou propostas de ions fragmentos de diversas
classes de substancias apos a avaliacdo dos extratos de D. infecunda e F. oxysporum
por UPLC-ESI-QTOF-MS, no modo MSE, tais como terpenos, acidos graxos, lactonas,
lactamas e policetideos (Figura 21 e Tabela 3). Dentre eles, destacam-se 0s
policetideos aromaticos: bicaverina (12f), islandicina (10f) e o acido asterrico (11f),

anotadas em F. oxysporum, que estao relacionadas com a via policetidica aromatica.

Figura 21 - Substancias anotadas pelo UNIFI em D. infecunda e F oxysporum
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Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 3. Substancias anotadas nos extratos avaliados de D. infecunda e de F. oxysporum pelo processamento do sistema UNIFI

tempo fons
. Massa Aduto
D. a de formula o fragmentos N
. F. oxysporum substancias ~ monoisotopica detectado Referéncias consultadas
infecunda retencdo molecular detectados
. (Da) (m/z)
(min) (m/z)
acido 4- [M+H]*
X . e 2,51 , 153;107; 148 NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003
hidroxifenilacético (5d) CaHeOs 152,0473 (153,0540) ¢ )
X X acido fusarico (6d/6f) 4,01 C10H13NO 179,0946 [M+H]” 180;152 (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003)
4,06  THOTENER ’ (180,1012) ! ! '
L . [M+CH3COOJ
X acido felurico (7d 4,8 H 194,05791 253;177; 14 MANSSON, 2011
(7d) C10H1004 94,0579 (253,0701) 9 ( )
X scytalona (7f) 517  CioH100 194,05791 [M+H]* 195; 177; 149 (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003)
Yy ) 10M1004 ) (195,0646) ; ; ; )
w-hidroxipachibasina [M-H] -
X 6,36 CsH100 254,0579 253; 224 MANSSON, 2011
(8f) STHOH (253,0506) ( )
L - [M+CHsCOO]
X acido benzoico (9f 7,43 H 122, 181; 167; 121 MANSSON, 2011
(9f) C7Hs02 0368 (181,0501) ( )
. - [M-H]
X islandicina (10f) 7,58 CsH100s 270,0528 (269,044) 269 (BOURAS; STRELKOV, 2008; MANSSON, 2011)
[M+H]* 449; 431; 387;
X atranona H (8d 8,71 , NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003
(8d) C24H320s 448,2097 (449.2170) 243 ( )
. . [M+Na]* (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003)(BORUTA,;
X acido asterrico (11f) 9,30  Ci7H160s 348,08452 (371,0755) 371 BIZUKOJC, 2016)
. . [M-H]
X bicaverina (12f 11,27 H 2, 381 LEBEAU et al., 2019; MANSSON, 2011
(12f) C20H140s 382,0688 (381,0609) ( etal )
X stemphona C (9d) 18,13  CazoH420 514,2930 M-H]- 513; 469 (MANSSON, 2011)
p , 30M4207 ) (513,2869) ; ,
- . [M+HCOO]
X acido oleico (13f 18,52 CigHs40O 282,2559 327; 281 MANSSON, 2011
(130 e (327,2539) ( )
AAL TBle?2 18,55 [M+NHa]* . :
X (14f e 15f) 1874 C25H47NOg 505,3250 (523.36) 523; 506 (NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003)
_ [M+Na]* 437; 415; 302; ) .
X tentoxina (10d) 19,97 C22H30N4O4 386,2205 (437,2125) 199 (MANSSON, 2011; NIELSEN; SMEDSGAARD, 2003)

Obs.: As estruturas quimicas estéo representadas na figura 21 e informac8es sobre perfis e espectros de MS extraidos no Apendice A (pag,. 108 e 109).



4.1.5. Triagem dos fungos e a deteccédo de acido orselinico

O &cido orselinico (28), assim como o orcinol (28’), descrevem a via
policetidica mediada por PKSs que apresentem arquiteturas similares. As analises
realizadas até entdo indicam que os policetideos aromaticos anotados de F.
oxysporum apresentam vias metabdlicas mais aderentes a via do acido orselinico
(28), quando comparados com o0s metabodlitos secundarios anotados em D.
infecunda.

Entre os policetideos aromaticos anotados em F. oxysporum, destaca-se a
bicaverina (12f), cuja via biossintética € mediada por PKSs, com arquitetura
compativel a PKS16 e a PKS4 envolvidas na biossintese do acido orselinico
(HANSEN et al., 2015). Nesse contexto, foram analisados os extratos de D.
Infecunda e F. oxysporum por UPLC-QTOF-MS do tipo DDA com o intuito de
detectar o acido orselinico a partir da pré-concentracdo das amostras (conforme o
método empregado no topico 3.3.2) para posterior comparacdo com o padrao
comercial de acido orselinico (Sigma-Aldrich®).

Conforme a figura 22, os extratos pré-concentrados de D. infecunda e F.
oxysporum foram avaliados nos modos ESI-(+) para rastreamento do sinal m/z 151
correspondente a espécie protonada [M-H20+H]* de acido orselinico (28).

Dessa forma, apenas em F. oxysporum foi observada banda cromatografica no
mesmo tempo de retencdo caracteristico de padrdao em 4,39 min. Além disso, foi
possivel observar que os valores de relagdo m/z das amostras do padréo (151,0376
Da) e do extrato de F. oxysporum (151,0373 Da) eram compativeis. Assim, F.

oxysporum foi selecionada para a continuidade do trabalho.
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Figura 22 - Perfis cromatograficos do tipo DDA do ion extraido m/z 151 no modo ESI-(+)
dos extratos de D. infecunda, F. oxysporum e padrédo de acido orselinico.
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Fonte: Autoria propria.

4.2. Avaliacado da dinamica metabdlica de F. oxysporum

F. oxysporum € sensivel a variacdo do tempo (X1) e temperatura (X2) de
crescimento fungico. Visando avaliar os diferentes perfis de metabdlitos os extratos
obtidos selecionados foram aqueles obtidos no estudo de planejamento CCR do
cultivo fangico variando X1 e X2 (Conforme o planejamento descrito no topico 3.5.1,
pag. 53).

Os extratos obtidos em todas as condi¢bes foram analisados em grupos
conforme a metodologia de obtencdo de redes moleculares (Tépico 3.5.2) e
comparados com o padrdo do &cido orselinico. Nesse caso a obtengdo de redes
moleculares consistiu em obter clusters que apresentassem espectros de MS e de
MS/MS com padrdes de fragmentacdes idénticos ou similares ao acido orselinico.

Conforme a figura 23, os nodos vermelhos e azuis foram gerados a partir do
agrupamento dos espectros de MS do modo ESI-(+) categorizados no grupo G1 e

espectros do modo ESI-(-) no grupo G2. Os nodos verdes e amarelos foram gerados
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a partir do agrupamento dos espectros de MS do modo ESI-(+) categorizados no
grupo G3 e espectros do modo ESI-(-) no grupo G4.

O processamento na obtencdo dessa rede molecular permitiu visualizar
clusters que compartilham nodos azul com amarelo (G2-G4) indicando mesmos
padrées espectrais de m/z 407 no modo ESI-(-), enquanto os nodos vermelho e
verde interligados compdem clusteres (G1-G3) com padrbes espectrais similares
mas com variagoes de massa exata. Conforme os valores de m/z apresentados nas
redes moleculares e considerando a massa exata do padrdo de acido orselinico
(M~168 Da) foram propostos alguns adutos provaveis para os valores de m/z 393 e
m/z 685 como espécies ionizadas [2M+NaCl-H] e [4AM+NaCI-CHOOH]*.

Figura 23 - Redes moleculares com anotacdo direcionada a deteccdo de policetideos
aromaticos similares. Clusters e nodos adquiridos a partir dos extratos de F. oxysporum
(G1;G2) e padréao acido orselinico (G3;G4). Os nodos vermelho e verde representam o0s
grupos G1 e G3 com as anota¢gées m/z no ESI-(+) e os nodos azul e vermelho representam
0s grupos G2 e G4 no ESI-(-).
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Fonte: Autoria propria.

Em suma, este processamento pela plataforma GNPS dos espectros de MS
dos extratos de F. oxysporum demonstrou uma relacdo de similaridades com os

espectros de MS do padrdo &cido orselinico. Vale ressaltar que existem iniUmeras
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ferramentas de anotacdes de substancias e contextualizacdo “inteligente” de
classes de MSs no estudo de perfil metabolémico (VIEIRA; CORTELO; CASTRO-
GAMBOA, 2020; WANG et al., 2016).

Nesse sentido, os grupos G3 e G4 foram inibidos para a realizacdo de
processamento de dados de MS mais abrangente, disponiveis pela plataforma
GNPS, para visualizacdo de classes de MSs e de substancias relacionadas com a
dindmica metabdlica de F. oxysporum (descrito no tépico 3.5.2, p.52). Conforme a
figura 24, foram anotados agrupamentos de alcaldides, derivados aromaticos,
lipidios, nucleotideos, acidos organicos, derivados nitrogenadas, oxigenadas,

heterociclicas, fenilpropandides e policetideos.

Figura 24 - Representagcdo em pizza de variacdo metabdlica observada em porcentagem de
superclasses de MSs para cada condicdo de cultivo de dias (d) e temperatura (°C).
Processamento NAP e MOLNETENHANCER realizado na plataforma GNPS.
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Fonte: Autoria propria.
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Considerando que os MSs de F. oxysporum variaram significativamente em
diferentes condicbes de temperatura e tempo de cultivo pode-se observar que as
superclasses benzenodides e policetideos estéo relacionados de forma significativa
com a via dos policetideos arométicos.

Dessa forma, para os benzendides foi obtido a porcentagem mais alta (29%) na
condicdo de cultura de 30,5°C em 13 dias e a porcentagem mais baixa (~5%), na
condicao de cultura de 23,5°C em 13 dias. Para a anotacao de policetideos, a maior
porcentagem (32%) foi observada na condi¢cdo de cultura a 23,5°C em 13 dias e a
menor porcentagem (~4%), na condicdo de cultura a 30,5°C em 4,8 dias

(equivalente a 4 dias, 19 horas e 12 min).

4.2.1. Anotacdo de policetideos aromaticos empregando NAP e

MolNethencencer

Os dados de MS no modo ESI-(+) e ESI-(-) obtidos no estudo de planejamento
CCR de cultivo de F. oxysporum, como ja mencionado anteriormente (Topico 3.5.1,),
foram avaliados comparativamente com o banco de dados experimentais de MS
depositados no GNPS. Nesse caso, conforme as figuras 25-27, os policetideos
aromaticos 25f-34f foram propostos de acordo com os dados de MS processados
empregando o sistema de anotacdes NAP e MOLNETHENHANCE (method in silico)
disponiveis pela plataforma GNPS que permite acessar varias bases de dados de
MS de MS/MS (ERNST et al., 2019; VIEIRA; CORTELO; CASTRO-GAMBOA, 2020;
WANG et al., 2016).

Nesse contexto, os dados espectrais do modo ESI-(+) indicaram “match”
(cosseno>0,7) entre os espectros MS/MS para os candidatos derivados de acido
orselinico: kioukasin E (27f) e 1-[2-hidroxi-4-(3-hidroxi-5-metilfenoxi)-6-metilfenil]-3-
metilbutano-2,3-diol (28f). Essas anotacdes foram detectadas em extratos fungicos
cultivados nas condig¢des de 27°C/3d e 23,5°C/13d (Figura 26).

Além das analises por UPLC-ESI-QTOF-MS e as anotacdes adquiridas
(metodologia descrita no tépico 3.4.2), no método ortogonal HPLC-ESI-QTOF-MS
foram adquiridos mais informacdes sobre espectros de MS a partir das analises dos
extratos obtidos no planejamento experimental. Nesse sentido, mais ferramentas de

anotacdes, tais como NAP e MolNEtEhance, permitiram obter resultados que
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auxiliaram na investigacao de dinamica metabdlica e das vias biosintéticas do acido
orselinico (BORUTA; BIZUKOJC, 2016; HARTUNG et al., 2014).

Figura 25 - Policetideos aromaticos anotados pelo processamento de dados ESI-(+)
sob diferentes condicdes de cultivo de temperatura(°C) e dias(d).
Processamento NAP e MOLNETENHANCER realizado na plataforma GNPS.
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Figura 26 - Policetideos aromaticos anotados pelo processamento de dados ESI-(+)
sob diferentes condi¢des de cultivo de temperatura(°C) e dias(d).
Processamento NAP e MOLNETENHANCER realizado na plataforma GNPS.

OH O OH OH
O O HO//"‘
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C19H18011

1,5,8-trihidroxi-3-[(25,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-

(hidroximetil)oxan-2-ylJoxixanten-9-one
massaexata = 422.08491 Da
SpecMZ= 431.13 (22°C/9d); (32°C/ed)

(0] H

N
(0]

O/O

C OH
-uw/

OH

L 21

CysH15N20q
Kioukasin E
massaexata = 422.13253 Da
SpecMZ=393.91 (23.5°C/13d)

Fonte: Autoria propria.

OH
HO\C?]’OH
HO \\\“\. o l"’/o oH 5
998
(26f)
C18H1809

4-hidroxi-5-[(25,3R,45,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)
oxan-2-iljoxi-1H-benzo[f][2]benzofuran-3-ona
massa exata = 378.09508 Da
SpecMZ=455.18 ##

OH

HO (0]

(28f)

C19H2405
1-[2-hidroxi-4-(3-hidroxi-5-metilfenoxi)-6-
metilfenil]-3-metilbutane-2,3-diol
massaexata = 332.16237 Da
SpecMZ= 370.24 (27°C/3d)

No processamento de dados de MS no modo ESI-(-), poucos policetideos

foram anotados por esse método in silico (Figura 27). Mesmo assim, alguns MSs da

via de biossintese de policetideos aroméaticos corroboram como policetideos comuns

do género Fusarium, tais como antraquinonas 28f-31f. No entanto, a anotacdo

aspergillusidona A (32f) ndo € comum para a espécie F. oxysporum, mas 0S Seus

padrées espectrais de MS foram detectados em extratos de cultivo na condi¢cdo de

27°C/3d.
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Figura 27 - Policetideos aromaticos anotados pelo processamento de dados ESI-(-)
sob diferentes condi¢des de cultivo de temperatura(°C) e dias(d)
Processamento NAP e MOLNETENHANCER realizado na plataforma GNPS.
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C 17H.:0;
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SpecMZ=409.32(27°C/3d)
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(34f)
C23H3404
acido 2-hidroxi-4-metoxi-3,5-bis(3-
metil-2-butenil)-6-pentilbenzoico
massaexata = 374.24571 Da
SpecMZ= 442.22 (30.5°C/13d)

Fonte: Autoria propria.

o . . massaexata = 272.03209 Da
trihidroxiantracene-9,10-diona SpecMZ= 613.47 (23.5°C/4.8d)

oA,

(31f)
C14H,07
antibidtico AGI-B4

massa exata = 318.07395 Da
SpecMZ=388.22 (23.5°C/13d)

(33f)

C 26H26013

1-hidroxi-2-[[3,4,5-trihidroxi-6-[(3,4,5-trihidroxioxan-2-il)
oximetilloxan-2-ilJoximethil]antracene-9,10-diona
massaexata = 548.15299 Da
SpecMZ=573.48 (27°C/3d)
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4.2.2. Anotacéao de policetideos aromaticos pelo processamento MZmine2

O sistema de anotacdo pelo MZmine concede acesso ao banco de dados
KEGG para a realizacdo de anotagdes de espectros de MS e de MS/MS e resultou
em anotacdes de diversas substancias. Sendo assim, mais policetideos aromaticos
(35f-46f) foram anotados, conforme a figura 28 e tabela 4.

Na tabela 4, sdo representados os policetideos anotados em diferentes
condigbes de cultivo de F. oxysporum. Dentre essas anotagbes, destacam-se 6-
metilsalicilato (35f), ciperina (36f) e acido lecandrico (37f) anotados em diferentes
de condicdo de cultivo. As substancias 35f e 36f estdo presentes na maioria das
condicBes de cultivo, enquanto que 37f apenas em condi¢cdes mais longas de cultivo
e temperaturas elevadas.

De modo geral, os demais policetideos arométicos também variaram e poucos
foram anotados na condicdo de cultivo de 22°C/9d. Esses resultados sugerem que
com tempo longo de cultivo (>3d) ou temperaturas maiores (>22°C) 0S processos
metabdlicos de F. oxysporum tendem a acumular policetideos aromaticos de maior
massa molecular, tais como bicaverina (12f) e metabdlitos da via de zearalanol (42f-
46f). Esses policetideos sdo comumente acumulados no género Fusarium
(TRIASTUTI et al., 2021; WEI; WU, 2020).
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Figura 28 - Policetideos aromaticos anotados apds processamento MZmine2
utilizando base de dados KEGG.
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o9 OH ©
40 :
(o]
OH O HO Z o o
(39f) (40f) )
3-hidroxijuglona 3,4-dehidro-6-hidroximeleina scitalona
o]
OH © (41f)

3-linalil-flaviolina

(o]
\ OH O

(1 2f) o o
bicaverina (42f) o
zearalanona |
OH O OH O OH © o)
(43f)
o) o 0 zearalenona
HO HO | HO |
OH “ioH oH
(44f) (45f) (46f)
zearalanol a-zearalenol B-zearalenol

Fonte: Autoria propria
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Tabela 4 - Anotacdes de policetideos aromaticos obtidas pelo processamento MZmine2 de espectros MS/MS no modo ESI-(-) e

ESI-(-) na avaliacdo dos extratos de planejamento CCR de F. oxysporum.

) fon Temperatura (°C) /dias (d)
Anotagoes lon molecular Fl’gic(“nfigr 22/9 23,548 23,5113 27/3 27/9 2715 30,548 30,513 32/9| N1 (MM
3-hidroxjuglona (39f) [C1oHeOu+H]* | 191,034 | ... o) 2,8-2,9
ciperina (36f) [[CisH1604+H]" | 261,112 o) olo] o o) 0 O | 13,1-135
acido lecandrico (37f) [C16H1407+H]* 319,080 O 0] 0] O | 10,8-16,3
acido 6-metilsalicilico (35f) [CgHgO3-HJ" 151,040 | O olo]| o 0 o O | 13,5-13,9
1-naftol (38f) [C10HsO-H] 143,050 0 14,1-14,2
scitalona (7f) [C10H1004+H]* | 195,065 | O 0 0 14,1-15,7
[B-zearalenol (46f) [C18H2405+H]* 321,169 @] (0] 0] @) O | 14,4-14,6
bicaverina (12f) [C20H140s +Na]* | 405,056 0 16,6-16,7
zearalenona (43f) [C18H2205+H]* 319,154 @] @] 0] (0] @] @) O | 16.9-19,2
[C1sH2605+Na]* 345,167 O O O O @) @) 17,3-19,5
zearalanol (44f)

[C18H2605-HJ 321,172 O O @) @)
3-linalil-flaviolina (41f) [C20H220s-H] 341,140 0 18,1-18,2
a-zearalenol (45f) ou [C18H2405+H]* 321,169 0] O @] @) 19,1-19,9

zearalanone (46f) [C18H2405-H]J 319,169 (0] o o
3,4-dehidro-6-hidroximeleina
(40f) [C10H804-H]- 191,035 @) 19,7-19,8

Obs.: A anotacgéo scylatona foi observada tambem na avaliacdo do extrato de F. oxysporum por UPLC-ESI-QTOF-MS antes da
realizacéo do estudo de planejamento por CCR.
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Dentre os policetideos apresentados na figura 28 e na tabela 4, a
anotacdo de scilatona (7f) foi observada novamente neste processamento,
reforcando a deteccdo de metabdlitos envolvidos com a biossintese de
policetideos arométicos. Essa anotacdo sugere a influéncia de PKS4 ou
PKS16 que esta diretamente relacionada com a via do &cido orselinico (28) e
THN (4f) como intermediarios da via de biossintese da bicaverina (12f) (COX,
2007).

As anotacbes da ciperina (36f), acido 6-metilsalicilico (35f) e acido
lecandrico (37f) reforcam ainda mais a possibilidade das PKSs serem das
mesmas arquiteturas envolvendo a biossintese de acido orselinico (NEWMAN
et al.,, 2014). Dentre essas anotacfes, € possivel que existam derivados
contendo essas estruturas orto-metilbenzoicos, pois é observado nos perfis
cromatograficos extraidos (XIC) regides com m/z 261 em varias condi¢des de
cultivo de F. oxysporum.

Nesse caso, as maiores deteccdes dos extratos avaliados foram para a
ciperina (36f) no tempo de retengéo de 13,1-13,5 min para a amostra de cultivo
de 32°C em 9 dias, e para o acido 6-metil-salicilico (37f) com faixa de detec¢ao
em 13,5-13,9 min para a amostra de cultivo de 22°C em 9 dias (Figuras 29 e
30).

Figura 29 - Perfil LC-MS (BPC/XIC) de Ciperina anotado (m/z 261) de 32°C/9d
condicao de cultivo no modo ESI-(+).
#Escala de intensidade aumentada do perfil LC-MS (Cromatograma inferior)
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1.0E4
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Retention time

Fonte: Autoria prépria
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Vale ressaltar que esses policetideos avaliados nos cromatogramas
extraidos estdo em quantidades de dificil ionizacdo pela técnica eletrospray,
pois 0s extratos de F. oxysporum compdem inumeros outros metabdlitos
também ionizaveis, dentre elas os metabdlitos nitrogenados no modo ESI-(+) e
metabdlitos lipidicos no modo ESI-(-). No entanto, a anotacdo de 35f foi
observada de forma seletiva no perfil LC-MS na condicdo de 22°C/9d por m/z
151 e modo ESI-(-) (Figura 30).

Esta condic&o de cultivo de F. oxysporum demonstrou maior seletividade,
0 que sugere que nessa condi¢do de cultivo, esse fungo acumula policetideos
aromaticos que descrevem a mesma via metabdlica do acido orselinico (28)
(Figura 30). No entanto, ainda néo foi possivel avaliar os espectros MS/MS de
m/z 151, pois as quantidades ainda foram insuficientes para aquisicdo de
espectros MS/MS.

Figura 30 - Perfil LC-MS (BPC/XIC) do acido 6-metilsalicilico anotado (m/z 151)
de 22°C/9d condicéo de cultivo no modo ESI-(-).

4.0E3 151.0421
3.0E3
2.0E3

" 1.0E3
151.0412 151.0388 151.0401 151.0413 151.0408 151.0

|:|.|:|E|:| i Il Naladi LA
0.00 5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 40.00
Retention time

Fonte: Autoria prépria

Embora tenhamos uma noc¢éo da variabilidade metabdlica em diferentes
temperaturas e tempos de cultivo do fungo, foi necessario investigar como
reduzir a complexidade dos componentes presentes nos extratos a fim de
aumentar a deteccdo de &cido orselinico e consequentemente obter espectros
MS/MS.

Desta forma, foi proposto avaliacdo desses extratos por HPLC-DAD
empregando o uso de padrdo comercial de acido orselinico para a analise de
todos esses extratos do estudo obtidos planejamento CCR, e assim, otimizar a

condicao ideal de temperatura e dias de cultivo.
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4.3. Avaliacao do teor de acido orselinico em F. oxysporum

4.3.1. Delineamento experimental e otimiza¢c&o das variaveis de cultivo

Conforme a figura 31, é observado que o perfil de crescimento dos
micélios foi menor em condicbes de 3 dias e 4,8 dias, em intervalos de
temperatura de 23,5-30,5°C. Por outro lado, em quantidades superiores a 9
dias, verificou-se que em todas as temperaturas ocorreu 0 crescimento total

dos micélios, ou seja, com preenchimento total na placa.

Figura 31 - Demonstrativo dos perfis das placas do cultivo de F. oxysporum
variando os dias (d) e temperatura (°C) de cultivo.

9d 32°C 4.8d 30,5°C 48d 23,5°C
9d 22°C 13,2d 30,5°C 13,2d 23,5°C
3d 27°C 9d 27°C 16d 27°C

Fonte: Autoria prépria
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Em relagho a massa dos extratos, as mesmas variaram
significativamente (Figura 32). A menor massa de extrato foi adquirida para a
condicdo de 9 dias em 22,0°C com 49,1+4,8 mg e a maior massa para a

condigéo de 4,8 dias e condi¢ao de 23,5°C com 132,5 + 5,1 mg.

Figura 32 - Gréafico demonstrando a quantidade de massa de extrato obtido por
tempo e temperatura de cultivo de F. oxysporum.
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Fonte: Autoria propria

80 |(68.4+20.7

491 +4.8

Avaliando esses extratos por HPLC-DAD foi observado diferentes niveis
de teores de acido orselinico (Tabela 5). Na figura 32 é observado que o maior
acumulo ocorreu nos extratos obtidos no cultivo de 27°C em 9 dias. Valores
préximos do teor maximo também foram observados em condicdes de cultivo
de 27°C em 3 dias e 23,5°C em 13,2 dias. Por fim, apenas para o cultivo em
temperatura minima (22°C), por 9 dias resultou em teor baixo.
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Tabela 5 - Teor de acido orselinico de cada extrato de F. oxysporum obtido por
condicao de cultivo de tempo e temperatura

Variavel independente Variavel dependente
Tempo Temperatura Acido orselinico
(dias) (°C) (%)
4.8 (-1) 23.5 (-1) 0.0007 + 0.0001
4.8 (-1) 30.5 (+1) 0.0008 + 0.0001
13.2 (+1) 23.5 (-1) 0.0039 + 0.0005
13.2 (+1) 30.5 (+1) 0.0012 + 0.0002
9.0 (0) 27.0 (0) 0.0040 + 0.0001
9.0 (0) 27.0 (0) 0.0041 + 0.0001
9.0 (0) 22.0 (-1.45) 0.0010 + 0.0001
9.0 (0) 32.0 (+1.45) 0.0026 + 0.0001
3.0 (-1.45) 27.0 (0) 0.0036 + 0.0005
15.0 (+1.45) 27.0 (0) 0.0027 + 0.0003

Nota: X1= varavel tempo; Xz = variavel temperatura.

4.3.2. Avaliacdo dos fatores de resposta e proposta de variaveis otimizadas

Os valores dos fatores respostas expressos em teores de acido orselinico
apresentados na tabela 5 foram processados no modelo mateméatico de
predicdo de modelos representativos para estimar os coeficientes X1 (tempo) e
X2 (temperatura) considerando X1 <12 dias e X2 < 10°C nos pontos maximo e
minimo.

Dessa forma foi obtido a equacdo de condicdo ideal como modelo
quadrético: (%) = -0,08474 + 0,00235X1 -0,00003X12 + 0,00578X2 —
0,00010X22 - 0,0007X1X2 (R2=0,651) com coeficiente de determinacdo
aceitavel (R%>0,5).

Além dessa equacao matematica, foram obtidos os graficos de Pareto, a
superficie de resposta e a area de resposta para melhor interpretacdo dos

efeitos das variaveis X1 e X2 (Figura 33).
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Figura 33 - Efeitos das variaveis de temperatura e tempo no fator de resposta
do teor de acido orselinico: a) O grafico de Pareto com a linha vertical

corresponde a um nivel de confianga de 95%; b) Superficie de resposta; e c)
Area de resposta.
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Fonte: Autoria prépria
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No gréfico de pareto € avaliado quais sdo as interacdes dentre as
variaveis mais importantes para maximizar o teor de acido orselinico, e quais
interacOes estdo presentes nessas variaveis (Figura 33a). Nesse caso, as trés
barras que passam pela linha vertical (p=0,05) a direita representam
matematicamente as interagbes quadraticas isoladas (Q) da variavel
temperatura (°C), que representam maior influéncia (-7,58). Em outras
palavras, a variavel tempo (dia) influencia a variavel temperatura com
sinergismo, representando um aumento do fator resposta (teor de &cido
orselinico).

Para melhor visualizacdo dos teores nessas variavies, foi avaliado as
superficies de resposta (Figura 33b) e area de respostas (Figura 33c). Em
ambas figuras de fator respostas tem-se os niveis de teor de &cido orselinico
em: nivel baixo (verde), médio (amarelo) e maximo (vermelho).

As regides representando teores maximos foram observadas para
condicBes de temperatura de 30°C, nas quais, a partir de 2 dias, é considerado
suficiente para obter um alto teor de acido orselinico. No entanto, quando
avaliados experimentalmente, observamos que temos uma pequena
qguantidade de micélio (Figura 31) em cultivos < 3 dias, além de pouca massa
de extrato (Figura 32). Em cultivo com mais de 3 dias, a temperatura influencia
significativamente em condicfes de temperatura desde 23°C (minimo) até 26°C
(maximo), se estendendo até 16 dias (regido em vermelho).

Como ja observado anteriormente na tabela 5, o teor de &cido orselinico
em F. oxysporum é baixo (parte por bilhdo, ppb) em todas as condicdes.
Obviamente, ndo é possivel obter teores superiores a 0,0041%, mas podemos

condicionar a menor concentracdo de concomitantes.
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4.3.3. Condig&o otimizada para o cultivo de F. oxysporum

A partir da equacéo obtida pelo estudo de planejamento CCR (resultado
descrito no topico 4.3.2, p. 86), a condicdo otimizada que garante menor
complexidade de metabdlitos e maior teor de &cido orselinico foi calculado pelo
softwares statistica e proposto como condi¢ao 6tima, o cultivo de F. oxysporum
no tempo de 9,6 dias e na temperatura de 26,8°C como parametros desejaveis
(Figura 34).

Figura 34 - Representacdo do valor 6timo das varidveis tempo e temperatura
para para maximizacao do teor do acido orselinico.
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Fonte: Autoria prépria

Salienta-se que os valores de teores de acido orselinico foram adquiridos
com base na razdo percentual de concentracdo de acido orselinico e a massa
de extrato bruto (Figura 32). Nesse caso empregou-se a curva yl= (-
707,5+165,1) + 107(2+0,8)x x com limite de quantificacdo (LQ) de 28,9.(10°)
mg.mL* devido a melhor robustez com base nos resultados dos parametros

estabelecidos no método HPLC-DAD que sao demonstrados a seguir.
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4.3.4. Avaliacdo do método HPLC-DAD e do extrato do cultivo otimizado

O método HPLC-DAD teve como proposta avaliar o teor de &cido
orselinico do estudo de planejamento de cultivo CCR e do cultivo otimizado. A
fim de garantir a qualidade desse método foi avaliado inicialmente a robustez
do método cromatografico em que foram avaliados o efeito dos volumes das
injecdes de 5 e 10 pL dos padrdes de &cido orselinico na obtencdo de curva
analitica. Em ambos os volumes avaliados foram mantidos as concentracdes
finais das solucdes da curva analitica de 0,01.(10°) mg.mL?® até 100.(107)
mg.mL™? (faixa de trabalho).

Para o volume de 5 pL, foi preparado e utilizado a solugdo estoque 1.(10
3) mg.mL, e para o volume de 5 uL, metade dessa mesma solugdo estoque.
Entdo elaborados dois conjuntos de diluicbes abrangendo as mesmas faixas de
trabalho, ou seja, mesma quantidade de amostra na coluna. Dessa forma foram
obtidas duas curvas analiticas: y1=(-707,5+165,1)+107.(2+0,8)x e
y2=(774,2+327,8)+107.(2+0,9)x e os valores calculado de LD e de LQ em que
variaram +2,1.(10°) mg.mL? e + 6,0.(10°°) mg.mL™* (Tabela 6).

Tabela 6 - Variacdo da curva analitica, LD, LQ e linearidade do padrao de acido

orselinico mediante ao volume diferentes de injecées de 5 e 10.
Volume

q Curva de calibragéo* LD LQ Coef. de
e
L y = (a £SDa) + (b £SDb)x [10° mg.mL?] [10°°mg.mL?] determinacao
injecdo
5uL  y1=(-707,5+165,1)+107(2+0,8)x 8,7+2,5 28,948,1 r’=0,9962
10uL  y2=(774,2+327,8)+107(2+0,9)x 6,6+2,4 22,9+8,2 r’=0,9977

* Faixa de trabalho: 0,01.(10°) mg.mL* até 100.(10°) mg.mL-1

Dessa forma, foram obtidas duas curvas analiticas: yl=(-
707,5+165,1)+107.(2+0,8)x e y2=(774,2+327,8)+107.(2+0,9)x e os valores
calculado de LD e de LQ com variacdo entre essas duas curvas de +2,1.(10°®)
mg.mL™* e de + 6,0.(10°) mg.mL"* (Tabela 6). Esse valores demonstram que o
volume de injecdo afeta a robustez do método cromatografico de forma

significativa.
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Mais adiante é demonstrado o perfil cromatografico do padrdo avaliado
com tempo de retencdo de ~7,6 min (Figura 37 ) e comparado com as
amostras de extrato de cultivo otimizado (Figura 36).

Considerando que o preparo da solucéo do padréo e preparo da solugao
do extrato de cultivo otimizado de F. oxysporum s&o matrizes diferentes, ou
seja no extrato existem muitos componentes além do acido orselinico, avaliou-
se também o efeito de matriz do extrato em relacdo ao volume de injecéo..
Nesse caso, foi preparado a solucdo desse extrato na concentracédo de 0,5
mg.mL?, variando primeiro os volumes de injecdo de 1uL, 5 puL e 10 pyL e
depois a concentracdo do preparo da solucdo do mesmo extrato a fim de
avaliar a obtencdo do melhor perfil cromatografico neste método HPLC-DAD
(Figuras 35 e 36).

Figura 35 - Variacao do perfil cromatografico devido a variacdo do volume de
injecdo de 1, 5 e 10 uL com concentracao fixa de 0,5 mg.mL* de F. oxysporum
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Mantendo o volume de injecdo de 5 pL e variando as concentracdes da
amostra de extrato desse fungo de cultivo otimizado em 0,1 mg.mL?, 0,5
mg.mL* e 1 mg.mL?, foi observado que a concentracdo de 0,5 mg.mL™* foi
perceptivel a banda cromatografica do acido orselinico entre 7,2-7,7 min
(Figura 36). Embora com pouca area de banda cromatogréfica e com
deslocamento inferior a 7,9 min, ficou evidente o efeito de matriz desse extrato
guando comparado com a solucédo de padrédo demonstrada no cromatograma

comparativo na Figura 37 (Tépico 4.5., na pag. 94)

Figura 36 - Variacdo do perfil cromatogréafico devido a variacdo da concentracdo
de 0,1; 0,5 e 1 mg.mL!* com volume fixo de 5 puL de F. oxysporum (condicdo
otimizada).
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Fonte: Autoria propria
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Dessa forma, foi observado que a injecao de 5 pL na concentracéo de 0,5
mg.mL* foi mais satisfatéria para visualizacdo de bandas cromatogréaficas,
incluindo o acido orselinico (Figuras 35 e 36). Visualmente essa condicdo
indicou maior adequabilidade de carga de amostra inserida nessa coluna C18
considerando o menor efeito de matriz dos demais componentes do extrato sob
o analito (4cido orselinico). Nesse contexto, a curva analitica yl= (-
707,5+165,1) + 107(2+0,8)x foi considerado como parametro mais adequado,
embora o LQ tenha sido maior, pois foi mantido o mesmo volume de injec&o
para o preparo de padréo e do extrato.

Para maior precisdo e exatiddo na determinacdo do teor de acido
orselinico, avaliou-se a fortificacdo da solucdo de extrato de F. oxysporum
(0,5x10° mg.mLt) com 85% (v/v) de adicdo de padrdo em duas concentracdes
(a=327,51.10°mg.mL*! e b= 667,04.10°mg.mL™1).

Na tabela 7 sdo apresentados os valores de antes e depois da adicdo de
padrao totalizando 1 mL de amostra preparada. Foi observado que os desvios
padrées tendem a aumentar com 0 aumento da adicdo de padrdo no extrato e
os coeficientes de variacdo se manteve inferior a 5% (calculo de desvio padréo

relativo).

Tabela 7 - Avaliagdo das concentracdes finais do extrato de cultivo otimizado de
Fusarium oxysporum usando a curva y= (-707,5+165,1) + 107(2+0,8)x, injecao
fixa de 5 pL e n=3.

. Concentragao final
Composicdo da amostra preparada o .
de &cido orselinico
(ImL)
(10°mg.mL?)
Padréao acido o Desvio
Extrato . Média
orselinico Padrao
0,15 0,85a 282,49 +8,64
0,15 0,85b 647,50 +5,10
1,0 0,0 13,15 +0,15
0,0 1,0a 327,51 +9,01
0,0 1,0b 667,04 +13,54

Nota: Média das concentracdes utilizadas de acido orselinico: a= 327,51. 107
mg.mL ! e b=667,04. 10°> mg.mL™.
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Para melhor avaliagdo, foram calculados os percentuais de recuperagéo
de padrdo na amostra considerando a concentracdo de padrdo conhecida, em
gue neste caso, o efeito de matriz foi minimizado ao utilizar 85% de adicdo de
volume e concentracdo de 327,51. 10° mg.mL ! (Tabela 8). Apesar disso, em
todas as concentragbes foram obtidos valores de recuperagdo entre 97,1-
100,5% o que demonstra boa exatidao e precisdo, como ja comentado.

No entanto, para a menor concentracdo de adicdo de padrdo, a exatidao
e a precisdo foram maiores, ou seja mais préximo de 100% (concentracao
esperada). Em todos os casos avaliados nas tabelas 7 e 8, o método para
determinacdo de acido orselinico por adicdo de padrdo na amostra ou sem
adicdo de padrao apresentaram robustez aceitavel utilizando o método HPLC-
DAD.

Tabela 8 - Percentual de recuperacao de adicdo de 85% de volume de padréo
acido orselinico apoés fortificacdo do extrato (n=3) para avaliacdo do efeito de
matriz em cultivo otimizado de F. oxysporum.

_ Concentracdo
Concentragéao obtida - .
Volume tedrica Recuperagao (%)
- (10°mg.mL?)
Adicionado (10°mg.mL1)
(mL) o Desvio o Desvio o Desvio
Média _ | Media . Média .
padréo padréo padréo
0,85a 282,49 +8,64 | 281,19 +8,64 100,5 +2,2
0,85b 647,50 +5,10 | 667,04 +5,03 97,1 +0,8

Nota: Propor¢cédo de 0,85 mL de concentracdo de &cido orselinico (a= 327,51.
10 mg.mL 1 e b= 667,04. 10> mg.mL™?) contidas no volume total de 1mL.

Na figura 37 sédo apresentados os perfis cromatograficos da adicdo de
padrdo com recuperacdo de 100,5%, o extrato sem adicdo e o padréo de acido
orselinico. Visualmente o cromatograma com a adicdo de padrdo apresentou
menor complexidade, comparado ao cromatograma do extrato. Além disso,
volumes menores de adicdo podem aumentar a precisdo e exatiddo nesse

método de anélise.
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Figura 37 - Variacdo do perfil cromatografico das amostras de extrato com
fortificacdo e sem fortificacdo. Concentracédo inicial 100% de extrato otimizado
de F. oxysporum (0,5 mg.mL-1) e 85% de acido orselinico (327x10°°mg.mL-1)
adicionados com injecéo fixa de 10 pL por HPLC-DAD.
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Fonte: Autoria propria

4.4. Estabilidade da solucao de extrato

Avaliando intervalos de 0 a 24 horas das amostras preparadas, observou-
se aumento significativo na concentracdo e teor de &cido orselinico nos

extratos otimizados de F. oxysporum (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentragdo de &cido orselinico e o teor obtido no extrato de cultivo
otimizado de F oxysporum avaliado em 3 replicatas.

Concentracéo
Tempo (h) Teor (%)
(10°mg.mL"?)
0 24,3+8,2 0,0048+0,0002
12 37,5+8,1 0,0075+0,0001
24 39,1+8,2 0,0078+0,0001

Obs.: Solucédo de amostra preparada na concentracdo de 1 mg.mL, injecdo
de 5 uL e curva analitica utilizada y= (774,2+327,8) + 107(2+0,8)x.
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Conforme foi apresentado anteriormente, tem-se como justificativa a
possivel degradacédo de outros policetideos aromaticos ou outras substancias
gue ocasionem o aumento da concentracdo do acido orselinico na solucédo de
extrato avaliado. Vale salientar, que diversas substancias foram anotadas
durante a investigacdo metaboldmica por processamento de espectros de MS,
incluindo policetideos aromaticos envolvidos com a via do &cido orselinico.
Mais uma vez, os dados corroboram e reforcam a observacédo da complexidade
dos extratos de F. oxsyporum, incluindo a dificuldade de se obter uma preciséo
com desvios menores dos valores quantificados pelo método HPLC-DAD.

Por fim, embora tenha sido observado um aumento da concentracdo de
acido orselinico ocasionado por causa da instabilidade da solucéo preparada e
degradacdo de outras substancias, as concentracdes e teores de &cido
orselinico ainda se encontram ainda em escala ppm. Em outras palavras , ndo
foi tdo significativo embora se tenha diminuido a complexidade na obtencao do

extrato de cutivo otimizado e com todas as estratégias empregadas.

4.5. Deteccdo de &cido orselinico em solucdo de extrato de cultivo
otimizado de F. oxysporum apés de 24 hrs empregando UPLC-ESI-QTOF-
MS

Com base em todos os resultados apresentados, optou-se por avaliar
novamente o fungo F. oxysporum em todas as condi¢cdes melhor otimizadas
de:cultivo fangico, ajustes de método cromatografico, pré concentracdo, e
estabilidade de solugdo com o intuito de detectar o acido orselinico por UPLC-
ESI-QTOF-MS, incluindo os espectros MS/MS.

Nesse caso, foi utilizado o extrato de F. oxysporum (cultivo otimizado)
apos 24h do preparo dessa solugédo. Esse extrato foi pré concentrado em
cartucho C18 conforme a metodologia empregada de extracao por fase sélida e
eluicdo de solucdo H20:MeOH na proporgéao 67:33 v/v.

Considerando que os espectros MS apresentaram menor complexidade
no modo ESI-(-), optou-se avaliar esse extrato nessa condicdo comparando
com o padrao de acido orselinico por UPLC-ESI-QTOF-MS/MS.

Conforme a figura 38, diversas regides no tempo de retencdo da amostra

avaliada de F. oxysporum foram constatados bandas cromatograficas com
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ions detectados com m/z 123. Conforme o padréo de fragmentacdo do &cido
orselinico ionizado a partir de m/z 167 é observado na avaliacdo do extrato o
acido orselinico e 0 padrdao no mesmo tempo de tempo de retencédo de 4,37
min.

Figura 38 - a) Perfil cromatografico de ion extraido m/z 167 do extrato de F.

oxysporu; b) Espectros MS/MS do padrédo de &cido orselinico e do extrato de F.
oxysporum (condic&o otimizada).
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Fonte: Autoria prépria

Nesse mesmo tempo de retengdo foram extraidos os espectros MS/MS a
partir do sinal m/z 123 correspondente ao pico base nos espectros de MS/MS
do extrato de F. oxysporum e do padrédo para comparacdo. Constatou-se
similaridades entre os espectros de MS/MS da amostra e do padrdo acido
orselinico e a partir desses espectros foram propostos mecanismos de

fragmentacao (Figura 39).
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Conforme a figura 39, os mecanismos de migracdo de cargas € uma das
propostas mais provaveis de fragmentacédo do acido orselinico no modo ESI-(-)
a partir do ion instavel m/z 167. Esta molécula carregada negativamente como
espécie [M-H] é facilmente descarboxilada (perda de CO2) produzindo ion
produto [M-H-44] com m/z 167->123. Isso acontece devido ao sitio de carga
negativa formado apés a perda de CO2 serem mais estaveis conferindo assim,
maior intensidade de ion m/z 123 conforme o espectro MS/MS da figura 38.

Por outro lado, quando a carga negativa inicial estd no grupo COOH
ocorre a formacédo de carbanion instavel com m/z 167->123 seguido pela perda
de fragmento neutro C2H20 e formacéo de ion estavel [CsHsO] com mudanca

de m/z 123->81, respectivamente.

Figura 39 - Proposta de mecanismos de fragmentacdo do acido orselinico no
modo ESI-(-) conforme os espectros MS/MS do ion m/z 167.
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Fonte: Autoria propria

Esses mecanismos sdo comuns e bastante relatados na literatura em
estudos sobre mecanismos de fragmentacdes de substancias aromaticas
ionizadas por electrospray (DEMARQUE et al.,, 2016). Por fim, pode-se
confirmar a presenca de acido orselinico no metabolismo de F. oxysporum que
pode estar envolvido na biossintese de cromanos em P. obtusifolia, como

sugerido por Batista, 2017.
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5. Concluséao

O presente trabalho teve como principal foco contribuir com a proposta de
que o precursor acido orselinico envolvido na rota biossintética dos cromanos
em Peperomia obtusifolia, € oriundo de fungos endofiticos uma vez que a via
metabdlica nesses microrganismos que ainda ndo foi descrita em espécies de
plantas.

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu estudos protedmicos e
transcriptdbmicos (BATISTA et al.,, 2017a, 2017b; BATISTA JR et al., 2009;
FINATO et al., 2018; KATO; FURLAN, 2007; RUIZ MOSTACERO et al., 2019;
SOUZA et al., 2019) que corroboram nessa proposta. Desta forma, os endéfitos
de P. obtusifolia, Diaporthe infecunda e Fusarium oxysporum, foram
investigados quanto ao seu perfil metabdlico, por analises de UPLC-ESI-QTOF-
MS e processamento de dados de MS para anotacdo e estudo da composigcao
dos policetideos. Apds estudos cromatograficos, acoplados a espectrometria
de massas, apenas F. oxysporum apresentou perfil metabdlico aderente a
biossintese de policetideos aromaticos, diretamente relacionados com a via do
acido orselinico. Dentre os metabdlitos detectados, a bicaverina, marcador
biossintético dessa cepa e resultante da PKS4, que é uma policetideo sintase
relacionada corroborou o possivel acumulo do &cido orselinico em F.
oxysporum.

A realizagdo do planejamento experimental composto central rotacional
de cultivo do F. oxysporum, em diferentes temperaturas e tempos de
crescimento, permitiu analisar a composicdo quimica dos extratos com maior
amplitude e acuracia. Tendo como foco a deteccdo do &cido orselinico,
analises por HPLC-DAD e uso de padrdo comercial para quantificacéao,
mostrou a presenca desse metabdlito chave. As melhores condicbes para a
deteccdo do &cido orselinico nos extratos, centraram especialmente na sua
pré-concentracdo, empregando extracdo de fase solida. Os teores de acido
orselinico, foram determinados nas seguintes condi¢cdes de cultivo: tempo de
9,6 dias e temperatura de 26,8 °C. Além disso, os extratos foram avaliados por
HPLC-ESI-QTOF-MS para aquisicdo de mais dados de MS e submetidos ao
sistemas de anotac¢des do UNIFI, métodos in silico de anota¢gfes da plataforma

GNPS e método de acesso de base de dados online KEGG do software
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MZmine2 para anotac¢fes de metabdlitos, destacando-se as micotoxinas da via
dos zearalendis e zearalenonas, tetraidroxinaftalenos e ésteres de &acido
orselinico.

A condicdo 6tima de cultivo de F. oxysporum permitiu obter extratos
brutos menos complexos. No método proposto de HPLC-DAD, o extrato foi
submetido a pré-concentracdo de fase sélida seguido de avaliacdo de
estabilidade no periodo de 24 horas o que foi constatado um aumento
significativo do teor de A&cido orselinico de 0,0048% para 0,0078%,
correspondentes as concentracdes de 24.10° mg.mL?! e 39.10° mg.mL™.
Embora essas concentracfes ainda tenham se mostrado baixas, na ordem de
ppm, foi finalmente possivel obter o espectro de MS/MS pela anélise por
UPLC-ESI-TOF-MS do extrato de cultivo otimizado correspondente ao mesmo
padrdo de fragmentacdo do espectro do padrdo comercial acido orselinico no
modo ESI-(-).

Por fim, os resultados apresentados e discutidos neste trabalho reforcam
a presenca do acido orselinico, proveniente do F. oxysporum, como possivel
fonte heter6loga no metabolismo de P. obtusifolia, corroborando assim os
estudos protedmicos e transcriptbmicos previamente desenvolvidos (BATISTA
et al., 2017a, 2017b; BATISTA JR et al., 2009; FINATO et al., 2018; KATO;
FURLAN, 2007; RUIZ MOSTACERO et al., 2019; SOUZA et al., 2019). Nesse
sentido, ressalta-se a importancia também do estudo dos demais policetideos
aromaticos e suas PKSs relacionadas, pois o acido orselinico pode ser também
intermediario ou subproduto de diferentes PKSs.

Assim, 0 nosso grupo de pesquisa avangou na proposta de interagao
mutualista para biossintetizar os cromanos de Peperomia obtusifolia, cuja
relacdo interespecifica deve ser bastante harménica como a natureza e seu

papel na vida humana.
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