RESSALVA

Atendendo solicitacio  do(a)
autor(a), o texto completo desta tese

sera disponibilizado somente a partir
de 10/07/2025.



UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

NuBBE-Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de

Produtos Naturais

MARIA DO CARMO GOMES LUSTOSA

Estudo metabolico e atividades biologicas de extratos
produzidos pelos fungos endofiticos Preussia sp. e Phyllosticta

sp. isolados de Platonia insignis Mart.

Araraquara
2023



MARIA DO CARMO GOMES LUSTOSA

Estudo metabolico e atividades bioldgicas de extratos
produzidos pelos fungos endofiticos Preussia sp. e Phyllosticta

sp. isolados de Platonia insignis Mart.

Tese apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutora em

Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Angela Regina Araljo

Araraquara
2023



Lustosa, Maria do Carmo Gomes
Lo72e Estudo metabdlico e atividades biologicas de extratos produzidos
pelos fungos endofiticos Preussia sp. e Phyllosticta sp. isolados de
Platonia insignis Mart. / Maria do Carmo Gomes Lustosa. --
Araraquara, 2023
112 p. : il tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto
de Quimica, Araraquara
Orientadora: Angela Regina Araujo

1. Produtos naturais. 2. Compostos organicos volateis. 3.
Metabolémica. 4. Metabadlitos. 5. Espectrometria de massa. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalogréficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Quimica, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha nao pode ser modificada.




IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa apresenta consideravel impacto, uma vez que os fungos estudados produziram
substancias com propriedades antiparasitarias. Essas substancias exibiram atividades
promissoras no combate a leishmaniose e a doengca de Chagas. O estudo dos compostos
organicos volateis produzidos pelos enddfitos, possibilitou a avaliagdo do co-cultivo desses
fungos, que na natureza coexistem nas folhas de Platonia Insignis Mart (bacuri). Os resultados
obtidos reforcam a necessidade de estudos para o aprofundamento de pesquisas realizadas com
micro-organismos, pois estes foram isolados de uma planta da biodiversidade brasileira, que

apresenta o rico potencial quimico e bioldgico.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research presents considerable impact, as the studied fungi produced substances with
antiparasitic properties. These substances exhibited promising activities in combating
leishmaniasis and Chagas disease. The study of volatile organic compounds produced by the
endophytes enabled the evaluation of their co-cultivation, as they naturally coexist on the leaves
of Platonia Insignis Mart (bacuri). The obtained results reinforce the need for further
investigation of research conducted with microorganisms, as these were isolated from a plant

of the Brazilian biodiversity, which presents rich chemical and biological potential.
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RESUMO

O estudo dos fungos endofiticos (FE) isolados das folhas de Platonia insignis Mart,
popularmente conhecida como bacuri, 0 que resultou, entre outros, no isolamento dos FE
Phyllosticta sp e Preussia sp. Estes foram cultivados em diferentes meios e os extratos obtidos,
avaliados quanto ao perfil quimico e biolégico (ensaios antiglicante, antileishmania, tripanocida
e citotoxico) a fim de direcionar o isolamento e a identificacdo de substancias bioativas. No
estudo realizado por GC-MS com os extratos do fungo Preussia sp. foram anotadas duas
dicetopiperazinas. A desreplicacdo dos extratos de Preussia sp. foi realizada pelo uso da
plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking), utilizando dados
espectrais obtidos por UPLC-Q-TOF-MS/MS. Relatou-se a anotacdo putativa do cluster de
citocalasinas: citocalasina J, citocalasina B e ascocalasina no extrato de Czapek. Os extratos e
fracdes foram testados contra o protozoario Leishmania infantum sendo que os extratos de
Preussia sp. de Czapek (76%) e fracdes F6 (91%) e F7 (70%) do extrato PDB apresentaram
alta porcentagem de inibicdo comparaveis ao controle positivo miltefosina (98%). Os extratos
e fracbes dos fungos estudados apresentaram substancias com propriedades antiparasitarias,
destacando as substancias ferricrocina e ferricrisina isoladas do fungo Phyllosticta sp. que
mostram potencial para atividade antileishmania, com 1Cso entre 5,31 — 8,51, respectivamente.
Realizou-se também, estudo de compostos organicos volateis microbianos (MCOVS), visto que
€ uma area de pesquisa recente em desenvolvimento com impacto nas areas: agricola, médica
e biotecnoldgica. Assim, estudamos os COVs produzidos pelos dois FE (Phyllosticta sp e
Preussia sp.) e seu co-cultivo em duas condicdes de luminosidade (com e sem luminosidade) e
tempo de cultivo (10 e 20 dias), que foram avaliados por microextracdo em fase sélida (HS-
SPME-GC-MS). Os dados de GC-MS foram analisados por ferramentas estatisticas uni e
multivariadas, como analise de componentes principais (PCA), andlise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e abordagem metaboldmica para identificar os COVs
produzidos pelos dois fungos em culturas axénicas e co-cultivo. O conjunto de dados obtido foi
analisado combinando a rede molecular gerada a partir dos dados de GC-MS com uma analise
multivariada ndo-alvo, a fim de identificar as variaces metabdlicas ocorridas no perfil dos
COVs. Identificou-se 23 COVs, como: alcoois 26%, hidrocarbonetos alifaticos 26%, ésteres
21,8%, cetonas 17,5% e outras classes 8,7%. O 3-metilbutan-1-ol e o alcool 2-feniletilico foram

emitidos em todas as culturas axénicas (Phyllosticta sp. e Preussia sp.) e co-cultivo dos fungos.



O ester 2-etil-hexanoato de metila foi identificado com composto majoritario do co-cultivo
produzido por Phyllosticta sp. Uma andalise multivariada dos dados foi realizada para visualizar
tendéncias de agrupamento entre amostras e possiveis variaveis dispersas que pudessem
distinguir entre culturas axénicas e co-cultivo. Deste modo, O grafico de PCA indicou que ndo
houve separacdo entre 0s COVs emitidos por F3 (Phyllosticta sp.) na cultura axénica e durante
0 co-cultivo, indicando semelhancas entre os COV's produzidos por esses grupos. Conforme os
dados apresentados pelas variaveis VIP os volateis que mais contribuiram para a descri¢do dos
grupos foram as variaveis: 2-etil-hexanoato de etila, 3-metil-but-2-enoato de etila, nona-2-ona
e undecan-2-ona. Os dados deste estudo contribuem para o conhecimento dos perfis
metabdlicos e bioldgicos de fungos endofiticos bem como suas interacdes com a planta
hospedeira.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Citocalasinas. Siderdforos. Compostos Organicos
Volateis. GNPS.



ABSTRACT

The study of endophytic fungi (EF) isolated from the leaves of Platonia insignis Mart,
commonly reffered to as bacuri, which resulted, among others, in the isolation of EF
Phyllosticta sp. and Preussia sp. These were cultivated in different media and the extracts
obtained were evaluated for their chemical and biological profile (antiglycant, antileishmanial,
trypanocidal and cytotoxic assays) in order to direct the isolation and identification of bioactive
substances. In the study conducted using GC-MS with extracts of the fungus Preussia sp., two
diketopiperazines were identified. The dereplication of Preussia sp. extracts was carried out
using the GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) platform, employing
spectral data obtained by UPLC-Q-TOF-MS/MS. Putative annotation of the cytochalasin
cluster was reported: cytochalasin J, cytochalasin B and ascochalasin in the czapek extract. The
extracts and fractions were tested against the protozoan Leishmania infantum, with Preussia sp.
extracts from czapek (76%) and fractions F6 (91%) and F7 (70%) of the PDB extract showing
high inhibition percentages comparable to the positive control miltefosine (98%). The extracts
and fractions of the studied fungi presented substances with antiparasitic properties, with
particular emphasis on the compounds ferricrocin and ferrichrysin isolated from the fungus
Phyllosticta sp. These compounds demonstrated potential antileishmanial activity, with 1Csg
values ranging from 5.31 - 8.51, respectively. In addition, a study of microbial volatile organic
compounds (mMVOCs) was conducted, as it represents a recent and developing research area
with implications in agricultural, medical, and biotechnological fields. Therefore, we
investigated the VOCs produced by the two endophytic fungi (Phyllosticta sp. and Preussia
sp.) and their co-culture under two lighting conditions (with and without luminosity) and
different cultivation times (10 and 20 days). The evaluation was performed using solid-phase
microextraction (HS-SPME-GC-MS). The GC-MS data were analyzed using both univariate
and multivariate statistical tools, such as Principal Component Analysis (PCA), Partial Least
Squares Discriminant Analysis (PLS-DA), and a metabolomics approach, to identify the VOCs
produced by the two fungi in axenic cultures and co-culture conditions. The dataset obtained
was analyzed by combining the molecular network generated from the GC-MS data with a non-
targeted multivariate analysis to identify the metabolic variations occurring in the VOCs profile.
A total of 23 VOCs were identified, including alcohols (26%), aliphatic hydrocarbons (26%),
esters (21.8%), ketones (17.5%), and other classes (8.7%). The compounds 3-methylbutan-1-ol

and 2-phenylethanol were emitted in all axenic cultures (Phyllosticta sp. and Preussia sp.) and



during the co-cultivation of the fungi. The 2-ethylhexanoate methyl ester was identified as the
major compound in the co-culture produced by Phyllosticta sp. A multivariate analysis of the
data was conducted to visualize clustering trends among samples and identify potential
dispersed variables that could distinguish between axenic cultures and co-cultivation. Thus, the
PCA plot indicated that there was no clear separation between the emitted VOCs by F3
(Phyllosticta sp.) in the axenic culture and during co-cultivation, suggesting similarities
between the VOCs produced by these groups. According to the Variable Importance in
Projection (VIP) analysis, the volatiles that most contributed to the grouping description were
the variables: ethyl 2-ethylhexanoate, ethyl 3-methyl-2-butenoate, nonan-2-one, and undecan-
2-one. The data from this study contribute to the understanding of the metabolic and biological

profiles of endophytic fungi, as well as their interactions with the host plant.

Key words: Endophytic fungi. Cytochalasins. Siderophores. Volatile Organic Compounds.
GNPS.
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1. INTRODUCAO

Desde os primordios da humanidade tem-se usado produtos naturais como fonte de
medicamentos para o tratamento de doencas. Plantas medicinais, micro-organismos, dentre
outros organismos representam uma matriz prolifera de moléculas bioativas no processo de
descoberta de farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2020; NEWMAN, 2022).

No Brasil, a pesquisa de produtos naturais concentra-se em explorar as plantas como
fonte de biomoléculas, seguida pelo estudo de micro-organismos, principalmente fungos
(BERLINCK et al., 2017).

Metabdlitos secundarios sdo compostos de baixa massa molecular, com func¢des
especificas, produzidos por plantas e/ou micro-organismos como uma forma de adaptacdo aos
estresses bidtico e abiotico. Esses metabdlitos desempenham papel importante na sinalizagéo,
defesa, regulacdo da simbiose entre a planta e o micro-organismo (NISA et al., 2015). Os
produtos do metabolismo secundario exercem funcdo significativa na complexa interacéo
molecular entre plantas e micro-organismos, a qual abrange sinalizagdo quimica positiva, neutra
e negativa entre individuos da mesma espécie e de espécies diferentes. Alguns micro-
organismos interagem positivamente com as plantas, como por exemplo, as micorrizas e 0s
enddfitos, entre outros. Essas interacdes fornecem beneficios a ambas as espécies como
promocdo do crescimento e disponibilidade de nutrientes para plantas, além de protecdo e
nutrientes para microbios (CHAGAS et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios produzidos por fungos apresentam ampla diversidade
estrutural quimica e de aplicacGes bioldgicas (XU et al., 2023). Esses metabdlitos pertencem a
diversas classes quimicas, tais como peptideos, alcaloides, terpenos, esteroides, policetideos,
além de outras classes com uma variedade de atividades bioldgicas (hormonais, antibioticas,
antitumorais, antiflngicas, citotoxicas, antivirais, imunossupressoras, antiparasitarias, etc)
(KELLER, 2019; ZHENG et al., 2021).

A descoberta da penicilina produzida pelo fungo Penicillium crysogenum, antibidtico
que revolucionou o século XX, foi um marco na pesquisa de fungos. Baseada na estrutura
molecular desse importante metabdlito, a industria farmacéutica desenvolveu novos
antibidticos como ampicilina, amoxicilina e meticilina. Além da penicilina, outros metabdlitos
fangicos como por exemplo, estatinas, ciclosporina e acido micofendlico, tém sido usados
desde o século passado para prolongar a vida humana (TAKAHASHI et al., 2017; KELLER,
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2019). Atualmente, estudos preliminares realizados com psilocibina demonstraram que este
metabdlito flngico atua no combate a depressdo (GUKASYAN et al., 2022).

A necessidade de novos antibioticos, agentes quimioterapicos e agroquimicos para tratar
infeccBes e doengas relacionadas a resisténcia de patdgenos fomentou o interesse pela pesquisa
sobre a quimica dos fungos endofiticos. Desse modo, a bioprospeccéo de fungos endofiticos
tem atraido a atencdo de pesquisadores, pois oferece a possibilidade de encontrar metabo6litos
secundarios biologicamente ativos (MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA, 2017;
NEWMAN; CRAGG, 2020; NISA et al., 2015).

Dessa maneira, realizar estudos quimicos de fungos associados/isolados de plantas
medicinais tem se tornando objeto de pesquisa e contribuido para o conhecimento da
biodiversidade e do potencial biossintético de endofiticos como fonte de biomoléculas de
interesse farmacéutico (MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA, 2017).

1. 1 Fungos endofiticos

O termo endofiticos refere-se a micro-organismos, comumente fungos e bacteérias, que
vivem em 0rgaos, tecidos internos e espacos intercelulares sem causar sintomas de doencgas em
um periodo da vida do hospedeiro (MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA, 2017;
ZHANG; SONG; TAN, 2006; ZHENG et al., 2021).

Os fungos endofiticos podem ser isolados de diferentes tecidos vegetais, como folhas,
galhos, frutos e raizes presentes em todas as familias de plantas e ecossistemas do planeta
(MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA, 2017; ZHENG et al., 2021).

Endofitos apresentam relagdes mutualisticas com seus hospedeiros, como por exemplo,
protegendo-os contra ataques de herbivoros, insetos ou outros patdgenos invasores; em troca, a
planta disponibiliza nutrientes. Fungos endofiticos interagem com outros micro-organismos
colonizadores dos tecidos de plantas e exercem uma funcdo importante mediando interac6es
ecoldgicas (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012; ZHANG; SONG; TAN, 2006).
Micro-organismos secretam moléculas que funcionam como sinalizadores quimicos, realizando
a comunicacao entre espécies, fendbmeno conhecido como Quorum sensing (QS), observado
entre fungos, plantas e bactérias (CHAGAS et al.,2018). Algumas leveduras secretam tirosol e
farnesol como moléculas de sinalizacdo QS, porém para os fungos filamentosos esse
mecanismo ainda ndo esta demonstrado quimicamente (CHAGAS et al., 2018; MARTINEZ-
KLIMOVA; RODRIGUEZ-PENA, 2017).
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MARTINEZ-KLIMOVA e colaboradores (2017) destacam a importancia das pesquisas
de propriedades antibiGticas dos extratos organicos obtidos de diferentes fungos endofiticos
como uma perspectiva de encontrar micro-organismos produtores de novos compostos
bioativos, verificando uma variedade de extratos com valores de CIM (concentracéo inibitéria

minima) adequados para justificar novos estudos.

1. 2 Metabdlitos bioativos

A diversidade de espécies de fungos, bem como a diversificacdo dos clusters génicos
biossintético, ressaltam o potencial metabdlico desses micro-organismos como fonte de
moléculas bioativas (BILLS; GLOER, 2016). Os metabdlitos secundarios exercem um
importante papel ecologico no desenvolvimento, na defesa e na guerra entre 0s micro-
organismos (KELLER, 2019). Algumas moléculas, embora ndo sejam produzidas a partir de
rotas do metabolismo secundario exercem funcdo no metabolismo fungico. Dentre essas
moléculas, podemos citar o tirosol, produzido pelo micro-organismo Candida albicans, que
atua como uma molécula de deteccdo de quorum-sensing estimulando a conversao da levedura
em hifa (BILLS; GLOER, 2016).

O éacido kojico, um dos primeiros metabdlitos fungicos caracterizados, tem seu papel
ainda desconhecido no ciclo de vida fungico. Tal metabolito apresenta atividade antioxidante e
inibidora da tirosinase, sendo usado na industria de cosméticos para o tratamento de
hiperpigmentacédo da pele (BILLS; GLOER, 2016).

Algumas moléculas fungicas, como por exemplo as micotoxinas, sdo conhecidas por
contaminar alimentos e ambientes, enquanto outras possuem atividades biolégicas que foram
aplicadas na agricultura, na medicina e na inddstria de alimentos (BILLS; GLOER, 2016;
WANG et al., 2017). Os fungos produzem um vasto numero de metabdlitos secundarios que
podem ser agrupados em diversas classes, incluindo alcaloides, policetideos, terpenoides,
esteroides, quinonas, fenilpropanoides, ésteres, entre outras (LI et al., 2018; ZHANG; SONG,;
TAN, 2006).

Os policetideos constituem a classe mais abrangente e diversificada de metabdlitos
secundarios flngicos. Esses metabdlitos sdo biossintetizados a partir de um grande numero de
enzimas multifuncionais, conhecidas como policetideo sintases (PKSs).

A Figura 1 ilustra importantes metabolitos produzidos por fungos. A lovastatina, usada

no tratamento da hipercolesterolemia, € um exemplo de policetideo, sendo comercializada
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como Mevacor®, Sinvastatin®, dentre outras denominagdes. Um classico exemplo de alcaloides
produzidos por endofitos sdo os alcaloides do ergot, que estdo associados as gramineas e
algumas espécies de Convolvulaceae conferindo as plantas resisténcia aos herbivoros. Esses
alcaloides sdo micotoxinas produzidas por fungos do género Claviceps, a partir da prenilacdo
do triptofano. A ergotamina, vendida comercialmente como tartrato de ergotamina (Ergomar®,
Migril®, etc.) tem sido usada como vasoconstritor no tratamento de enxaqueca (BILLS;
GLOER, 2016; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005).

Figura 1-Exemplos de substéncias bioativas isoladas de fungos
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Fungos pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota s&o proliferos produtores de
terpenoides. Acido fusidico, produzido pelo fungo Acremonium fusidioides, apresenta
esqueleto do tipo fusidano, tem sido usado como antibiotico no tratamento de infecgdes com
bactérias Gram-positivas, sendo vendido com os nomes comerciais Usidin®, Fucidin®, entre
outros (BILLS; GLOER, 2016). O &cido micofenolico, meroterpenoide sintetizado por alguns
fungos do género Penicillium, tem sido empegado na producao de micofenolato de sédio (nome
comercial: Myfortic®), e utilizado como medicamento para prevenir a rejeigio apos transplantes
(BILLS; GLOER, 2016).

A ciclosporina A, um decapeptideo sintetizado pelo fungo Tolypocladium inflatum via
peptideo sintetases ndo ribossomais (NRPS), é um importante farmaco usado no combate a
rejeicdo de 6rgdos e tecidos, devido a sua atividade imunossupressora (BILLS; GLOER, 2016;
KELLER, 2019).

1. 3 Espécie vegetal hospedeira: Platonia Insignis Mart

A espécie vegetal Platonia insignis Mart. € uma arvore frutifera e madeireira, originaria
da Amazonia Oriental Brasileira, encontrada em todos os estados da Regido Norte do Brasil,
além dos estados do Mato Grosso, Maranhdo e Piaui. Pertence a familia Clusiaceae, a
subfamilia Clusioideae e ao género Platonia. Também conhecida como bacuri, Figura 2, essa
arvore tem o fruto bastante consumido no Nordeste brasileiro. Além do consumo do fruto, a
sua utilizacdo etnofarmacoldgica esta associada ao uso de suas sementes no tratamento de
doencas dermatoldgicas. A manteiga produzida a partir de sementes do fruto do bacuri €
utilizada na producéo de fitoterapicos e cosméticos (SOEIRO, VERGOTEN, BAILLY, 2022).
Varios compostos fendlicos e xantonas tém sido isolados do fruto do bacuri, dos quais se
destacam as garcinielliptonas FC. Essas substancias foram isoladas tanto de sementes quanto
dos frutos e apresentam uma variedade de atividades bioldgicas (SOEIRO, VERGOTEN,
BAILLY, 2022). Diversos estudos foram realizados utilizando extratos (hexanico, etanolico e
metanolico) do bacuri, nos quais foram identificadas varias atividades bioldgicas significativas.
Entre essas atividades, destacam-se as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
cicatrizantes, antileishmania e antiproliferativas (SANTOS et al., 2013; YAMAGUCHI et al.,
2014; SOEIRO, VERGOTEN, BAILLY, 2022).
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Figura 2-Espécie vegetal hospedeira: Platonia insignis Mart. e o fruto bacuri

Fonte: autora; Carolina-MA

1. 4 Géneros: Preussia e Phyllosticta

ApoOs uma revisdo bibliogréafica prévia, ndo foram encontrados estudos relacionados a
enddfitos de Platonia insignis Mart. Como resultado, a Dra. Isabella Cristhina G. Costa,
membro do grupo de pesquisa Nucleo de Pesquisa sobre Bioensaio, Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais (NUuBBE), iniciou uma investigacdo para isolar e identificar fungos
endofiticos provenientes de Platonia insignis Mart. Durante essa investigacdo, foram isoladas
18 linhagens puras de fungos endofiticos. Para o presente estudo, foram selecionados os fungos
endofiticos pertencentes aos géneros Preussia sp. e Phyllosticta sp., que foram isolados das
folhas do bacurizeiro. Essa escolha foi baseada em resultados obtidos a partir da avaliacdo da
atividade antibiofilme desses endofitos.

Os fungos pertencentes ao género Preussia, que sdo organismos filamentosos, foram
isolados como fungos endofiticos em nosso grupo de pesquisa. Esses fungos foram encontrados
associados a planta hospedeira Casearia sylvestris (SOMENSI, 2016). A Figura 3 ilustra o
fungo Preussia sp. cultivado em PDA.

O género Preussia, descrito por Fuckel em 1866, pertence a familia de fungos
Sporormiaceae, amplamamente distribuida e encontrada em esterco de animal, podendo ser
isolados do solo, madeira, resto de plantas, sendo isolado ocasionalmente enddfitos
(GONZALEZ-MENENDEZ et al., 2017; MAPPERSON et al., 2014). A familia Sporormiaceae

compreende aproximadamente 100 espécies, divididas em dez géneros, incluindo os géneros
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Forliomyces, Sparticola, Chaetopreussia, Pleophragmia, Preussia, Pycnidiophora, Sporormia,
Sporormiella, Spororminula e Westerdykella, todos recentemente descritos. Os géneros
Sporormiella e Preussia sdo bastante ricos em espécies (GONZALEZ-MENENDEZ et al.,
2017).

Os fungos do género Preussia tém sido relatados como endofitos de plantas coletadas
em zonas aridas e desérticas. Mapperson e colaboradores (2014) identificaram varias espécies
de Preussia, tais como P. africana, P. australis, P. minimos, P. cylindrica e P. funiculata, tendo
sido estas isoladas de folhas de plantas tropicais da Australia (MAPPERSON et al., 2014). Um
estudo realizado por Gonzalez-Menéndez e colaboradores (2018), mediante isolamento de
fungos encontrados em plantas de uma regido arida da Espanha (Andalusia), resultou na
identificacdo dos géneros Neocamarosporium e Preussia como sendo os mais frequentes
encontrados nas 63 espécies de plantas coletadas. Estudos realizados com amostras de caule e
espinhos do cacto Melocactus ernestii, espécie nativa da Caatinga, resultou no isolamento dos
fungos Preussia sp. e Preussia minimoides (FERREIRA-SILVA et al., 2021).

O género Preussia é conhecido por ser produtor de policetideos bioativos, incluindo
depsidonas. A espécie Preussia similis foi considerada uma rica fonte de compostos

antifangicos, como as similinas A e B e a preussomerina A (NOUMEUR et al., 2017).

Figura 3-Preussia sp. cultivados em PDA, parte superior e inferior da placa, respectivamente

Fonte: autora.

Os metabdlitos secundarios aurantinas, australifungina, cido zarago6zico B, terezinas e
esporminarinas sdo conhecidos por serem produzidos exclusivamente por Preussia sp.,
enquanto que hialopirona, leptosina, cissetina, microsphaeropsona A podem ser produzidos por

Preussia e por outros géneros. Alguns compostos, como citocalasina, globosuxantona A e
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brevianamida F, sdo produzidos somentes pelas cepas Australis, Intermedia e Minima
(GONZALEZ-MENENDEZ et al., 2017).

Foram isolados da espécie Preussia similis novos policetideos biciclicos que apresentam
atividade antiproliferativa, identificados como preussilidas A-F; da espécie Preussia
minimoides foram identificados dois policetideos, inibidores da enzima o-glicosidase,
chamados de minimoidiones A e B, da espécie Preussia sp., dois dibenzofuranos, possuindo
atividades antiplasmodial e citotoxica, denominados preussiafuranos A e B; da espécie Preussia
africana, o composto preussocromona A, com atividade citotdxica, e da Preussia isomera, seis
biscetais aromaticos, conhecidos como preussomerinas A-F, que apresentam atividades
antifingica e antibacteriana (XU et al., 2019).

A Figura 4 e a Tabela 1 apresentam um panorama do estudo quimico e bioldgico

realizado nos fungos do género Preussia.

Tabela 1-Atividade biolégica de alguns metabdlitos isolados do género Preussia

Metabolitos Espécie Atividade biologica Referéncias

P. aurantiaca

antifangica e

antibacteriana

GONZALEZ-MENENDEZ
etal., 2017

2 Preussia sp. antiplasmodial TALONTSI et al., 2014
3 P isomera antifungica e GONZALEZ-MENENDEZ
antibacteriana etal.,, 2017
4,5 Preussia sp. citotoxica TALONTSI et al., 2014
6,7 P. typharum citotoxica DU etal., 2014
8 P. similis antifingica GONZALEZ-MENENDEZ
etal.,, 2017
9 Preussia sp. antifungica e GONZALEZ-MENENDEZ
antibacteriana etal.,, 2017
10 P. fleischhakii fitotoxica GONZALEZ-MENENDEZ
etal.,, 2017
11,12 P. minimoides antifingica GONZALEZ-MENENDEZ
etal.,, 2017
13 P. minima antifangica XIONG et al., 2014
antifingica e
14 P. vexans . ] SOMAN et al., 1999
antibacteriana
] antifungica e
15 P. teretispora ) ] WANG et al., 1995
antibacteriana
16 P. africana citotdxica ZHANG et al., 2012

Fonte: autora.
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Em um estudo conduzido por Gonzalez-Menendez et al. (2017), foram identificados
quatro metabdlitos por meio da andlise de bancos de dados de produtos naturais contendo
compostos conhecidos. Esses resultados sugerem que o potencial do género Preussia para a
descoberta de novos produtos naturais ainda nao foi completamente explorado. Assim, destaca-
se a grande diversidade e potencialidade de investiga¢@es quimicas e biologica para este género.

Figura 4-Exemplos de alguns metabdlitos secundarios encontrados no género Preussia

HOOC (.)H OH ﬁ/[
I i
NMe
7 o B HoOC s,
o7 N
N r (e}
(0] )
OH
OH OO ,,OH
OH 4 Preussiafurano A R= CH,OH ©\7 o)
N N
S,

OH 5 Preussiafurano B R= OH y
1 Auranticina A 2 Acido astérrico 3 Preussomerina A o NMe

I
I

6 Leptosina Ax=4, y=2.

OH 7 Leptosina Cx=2, y=2,

C
HO cz
~ M
i 0 “ COOH
OH
8 Similina A 9 Culpina 10 Ciperina 11 Sporminarina A R=CHj
12 Sporminarina B R=H
COOMe COOH
9 Ho 7 L OH OH O Ho cooMe
Cﬁﬁf} L — Y OO
07 N7
O COOH
13 Microsphaeropsona A
16 Preussocromona A
14 Sporovexina A 15 Terezina A

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora.

Outro fungo estudado neste trabalho de doutorado pertence ao género Phyllosticta,
forma sexuada Guignardia. Esse género pertence a familia Phyllostictaceae e a ordem
Botryosphaeriales, tendo sido introduzido por Persoon (1818). Algumas espécies de
Phyllosticta tém sido reportadas como endofitos e saprébios, enquanto que outras sdo patdgenos
associados as manchas foliares de varias espécies de plantas (WIKEE et al., 2013;
WULANDARI, 2013). Geralmente, algumas espécies de Phyllosticta sdo patdgenos que se
encontram associados a doencas de grande impacto econémico, como por exemplo, a P.
citicarpa, que provoca a mancha preta em citricos, P. ampelicida, causadora da podriddo negra

em videiras, € P. musarum que provoca a doenca da sarda da banana (WIKEE et al., 2013;
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WANG et al., 2020).

Algumas espécies de Phyllosticta tém sido descritas como endofiticos. Exemplos destas
séo: P. bifrenariae, P. brazilianiae, P. capitalensis, P. ilicina, P. spinarum e Phyllosticta sp.,
sendo isoladas de folhas, galhos e frutos de uma gama de espécies vegetais (WIKEE et al.,
2011). A espécie P. capitalensis tem sido isolada como endofito associado a Citrus; P.
bifrenariae, de folhas e bulbos de plantas do género Orchidaceae, e a P. brazilianiae, de folhas
e frutos de Anacardiaceae (WANG et al., 2012; WIKEE et al., 2011). A Figura 5 ilustra o
fungo Phyllosticta sp., cultivado em PDA.

Figura 5-Phyllosticta sp. cultivados em P

DA, parte superior e inferior da placa, respectivamente

~ e

Fonte: autora.

Investigacdes quimicas realizadas para o género Phyllosticta indicam uma diversidade
de classes de metabdlitos secundarios, tais como alcaloides, terpenos, meroterpenoides,
policetideos, benzofenonas, entre outros (MA et al., 2019). Por exemplo, a producédo de taxol
por P. dioscoreae isolado de Hibiscus rosa-sinensis foi registrada por Wikee e colaboradores
(2011). Um estudo realizado por Ma e colaboradores (2019) com o endofito P. capitalensis
resultou na identificacdo de vinte meroterpenoides, tendo o guignardiona C apresentado
atividade fitotoxica. Também foram isoladas moléculas com o esqueleto do tipo
meroterpenoides, phyllomeroterpenoides A-C que apresentaram atividade antimicrobiana
(YANG et al., 2017).

Alguns metabdlitos secundarios produzidos pelo género Phyllosticta estdo

representados na Figura 6 e Tabela 2.
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Figura 6-Exemplos de alguns metabolitos secundarios encontrados no género Phyllosticta
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Fonte: autora.

As espécies de Phyllosticta tém potencial para serem utilizadas como agentes de
biocontrole de espécies invasoras. Como exemplo, tem-se o fungo Phyllosticta cirsii, que
produz o grupo de moléculas das phyllostictina A-D que apresentam atividade herbicida contra
a erva daninha Cirsium arvense (EVIDENTE et al., 2008; WIKEE et al., 2011).

Tabela 2-Atividade bioldgica de alguns metabdlitos isolados do género Phyllosticta

Metabdlitos Espécie Atividade biolégica Referéncias
o o EVIDENTE et al, 2008;
17 P. cirsii antimicrobiana WIKEE et al., 2011: WANG et
al., 2020
18 P. cirsii antimicrobiana, anticancer, ~ EVIDENTE et al., 2008; LE
herbicida CALVE et al., 2011
19 P. cirsii herbicida EVIDENTE et al, 2008;
WIKEE et al., 2011
20e21 P. spinarum anticancer WIJERATNE et al., 2008
22 P. capitalensi fitotoxica MA etal., 2019
23 Phyllosticta sp. antimicrobiana YANG et al., 2017

inibicdo da proliferacéo

WIJERATNE et al., 2008
celular

24 P. spinarum

Fonte: autora.

O potencial metabdlico dos fungos endofiticos (Preussia sp. e Phyllosticta sp.) motivou
o desenvolvimento de pesquisas envolvendo os compostos organicos volateis emitidos pelas
cepas, objetivando compreender a relacdo entre os endofitos, visto que ambos foram isolados

da folha da espécie hospedeira.
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1. 5 Compostos Orgéanicos Volateis: COVs

Micro-organismos (bactérias, arqueias, fungos e protistas) fabricam e excretam
metabdlitos com diferentes funcGes bioldgicas, além de liberarem também compostos organicos
volateis (COVs). Esses compostos podem se difundir nas fases gasosa e aquosa, sinalizando
interacBes quimicas rapidas. O estudo de compostos organicos volateis microbianos (mCOVs)
é uma linha de pesquisa recente em desenvolvimento, com impacto nas areas agricola, médica
e biotecnoldgica. Os mCOVs sdo moléculas quimicamente diversas com papéis importantes e
diversificados nas interacGes entre as comunidades microbianas e o ambiente. Apesar de
estarem presentes em todos o0s habitats do planeta, existem poucas informagdes na literatura,
sobre o papel biologico e ecologico dos mCOVs. Dos mCOVs identificados menos de 10%
estdo associados a alguma funcdo bioldgica, ficando atras em relagdo aos COVs de plantas e
animais (LEMFACK et al., 2018; WEISSKOPF; SCHULZ; GARBEVA, 2021).

Os aromas tipicos de alguns tipos de queijos e de vinhos, o odor caracteristico de
cogumelos, bem como o cheiro de terra e lama, sdo produzidos e liberados por micro-
organismos. Varios estudos tém estabelecido uma correlacdo entre os COVs identificados na
respiracdo de pacientes com tuberculose e os COVs presentes nas culturas in vitro de
Mycobacterium tuberculosis. Um exemplo é o nicotinato de metila, que é emitido tanto pela
bactéria encontrada nos pulmdes humanos quanto nas culturas em laboratério. Essa correlacéo
tem implicaces significativas para o desenvolvimento futuro de um método de diagnostico ndo
invasivo para a tuberculose (DU PREEZ; LUIES; LOOTS, 2019). Além disso, COVs emitidos
por micro-organismos que crescem em ambientes fechados também sdo indicadores de
contaminag@es que eventualmente podem causar danos a salide humana (KORPI; JARNBERG;
PASANEN, 2009). O COV 3-metilfurano, produzido por fungos, pode ser usado como um
marcador de crescimento de micro-organismos em ambientes fechados e Umidos, ja que tal
composto contribui também para irritacdes nas vias respiratorias (WALINDER et al., 2005).

Entre os COVs produzidos por fungos, o etanol ocupa posicdo de destaque, pois é
produzido por leveduras durante a fermentacdo alcodlica. O COV produzido mais comumente
produzido pelos fungos filamentosos € o oct-1-en-3-ol, gerado a partir da quebra do acido
linoleico (MARTINEZ; BENNETT, 2021).

Os volateis microbianos sdo compostos de massa molecular menor que 300 Da, de baixa

polaridade e de alta pressdao de vapor, podendo ser liberados na atmosfera ou no solo. As
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funcgdes biolodgicas e ecoldgicas do mCOVs séo diversas, e entre elas destacam-se a influéncia
de processos fisiologicos em organismos alvo, a bioconversdo, a producdo de compostos de
defesa, 0 papel no quorum sensing e também a atuagcdo como sinais em comunicagdo quimica
(PIECHULLA; LEMFACK, 2016).

Alguns COVs emitidos por fungos apresentam-se como semiogquimicos que podem
atrair ou afastar insetos e outros invertebrados. Além disso, na agricultura, COVs fungicos tém
sido usados no controle bioldgico, impedindo o crescimento de patégenos vegetais (MORATH;
HUNG; BENNETT, 2012). Estudos realizados com os COVs investigaram o efeito desses
metabdlitos na promogdo de crescimento de plantas (CAMARENA-POZOS et al., 2021). Na
industria alimenticia, utiliza-se também uma mistura de COVs para impedir o crescimento de
outros micro-organismos pés-colheita, processo chamado de micofumigacdo. Atualmente, 0s
COVs de fungos s@o considerados como potencial fonte de biocombustiveis, conhecido como
micodiesel (AQUINO MORAES; FERNANDES FERRAZ; MARA CHAPLA, 2020;
MORATH; HUNG; BENNETT, 2012).

Os COVs fungicos também podem ser aplicados na quimiotaxonomia. Como exemplo,
tem-se 0 estudo de Larsen e Frisvald (1995), que comprovou que muitas substancias volateis
podem ser utilizadas para promover a distin¢cdo entre membros do género Penicillium em nivel
de espécie (HUNG; LEE; BENNETT, 2015).

O oct-1-en-3-ol, conhecido como alcool de cogumelo, é um dos COVs emitidos por
fungos mais relatados na literatura, e apresenta diferentes fungdes, como por exemplo o efeito
fitotoxico em Arabidopsis, aumentando a resisténcia de plantas ao patdgeno Botrytis
cineregand (LEE et al., 2015; PIECHULLA; LEMFACK, 2016).

Os fungos possuem um metabolismo muito versatil, o que permite sintetizar uma grande
diversidade de classes de metabdlitos, os quais sdo importantes ndo so para suas interacoes
ecologicas como para sua sobrevivéncia (CALLA-QUISPE et al., 2020). Os compostos
organicos volateis produzidos e liberados por fungos filamentosos sdo constituidos por uma
mistura complexa de diferentes classes de metabdlitos, tais como hidrocarbonetos simples,
alcoois, aldeidos, cetonas, sesquiterpenos, lactonas, esteres, terpenos, compostos aromaticos,
tiois, dentre outros. Devido a natureza volatil, esses metabolitos atuam promovendo a auto-
sinalizacdo e na interacdo com outros organismos, como plantas e micrébios (AQUINO
MORAES; FERNANDES FERRAZ; MARA CHAPLA, 2020; KLUGER et al., 2013).

Os COVs microbianos podem ser formados durante os metabolismos primario e

secundario, a partir da oxidacdo da glicose e de varios precursores, como acetato, aminoacidos,
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acidos graxos e cetodcidos. O metabolismo primério envolve uma série de reacdes quimicas
catalisadas por enzimas, que compreende a sintese de DNA, de amino&cidos e de &cidos graxos,
enquanto que o metabolismo secundario baseia-se nas reacdes dos metabolitos primarios.
(KORPI; JARNBERG; PASANEN, 2009).

Mudancas no estado nutricional da cultura podem promover a expressdo do
metabolismo secundario ou desencadear a producao de compostos volateis microbianos. Tem-
se sugerido que a producdo de alguns mCOVs flngicos esta associada a producdo de
micotoxina, como por exemplo, entre sesquiterpenos e aflatoxinas (KORPI; JARNBERG;
PASANEN, 2009).

O estudo dos COVs fungicos é importante para a compreensdo das interacfes
ecolégicas. Com o objetivo de investigar a producdo de COVs, Azzollini e colaboradores
(2018b) desenvolveram uma estratégia para triagem de inducdo de COVs e metabolitos nao
volateis em um co-cultivo fungico empregando dois fungos causadores de doenca em videiras
(Eutypa lata e Botryosphaeria obtusa). Os autores empregaram a técnica de pré-concentracéo
em headspace, seguida de analise por GC-MS para identificacdo dos COVs mediante a
comparacdo de espectros de massas e dos indices obtidos com os dos padres cromatograficos.

Lemfack e colaboradores (2018) disponibilizaram na Web um banco de dados chamado
de mVVOC 2.0, disponivel no seguinte sitio: https://bioinformatics.charite.de/mvoc/. A base de
dados mVVOC 3.0, mais atualizada, contém cerca de 2.000 compostos de quase 1.000 espécies
de micro-organismos. A colecdo de compostos foi aumentada com dados sobre os efeitos
mediados por mCOVs em plantas, fungos, bactérias e invertebrados. Tal banco de dados
apresenta um localizador de espectros de massas, permitindo uma comparacao rapida dos
espectros obtidos a partir das culturas de micro-organismos, a fim de identificar os COVs. Essa
ferramenta, além de agregar dados e refinar informacdes disponiveis, fornece uma plataforma

abrangente e informativa sobre volateis microbianos (LEMFACK et al., 2018).

1. 6 Géneros: Co-cultivo

O co-cultivo de micro-organismos é uma estratégia usada em metabolémica para induzir
a producdo de metabdlitos fungicos, podendo ser realizada em meios de cultivos solidos ou

liquidos (BERTRAND et al., 2014). O co-cultivo é uma técnica baseada na fermentacdo mista
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de duas ou mais cepas inoculadas juntas para imitar as interages entre 0s micro-organismos
(CAUDAL; TAPISSIER-BONTEMPS; EDRADA-EBEL, 2022).

A Figura 7 apresenta fotos do co-cultivo dos enddéfitos Preussia sp e Phyllosticta sp. O
co-cultivo com os enddfitos foi realizado para acompanhar a emissdao dos COVs produzidos
pelos fungos, pois ambos foram isolados das folhas de Platonia insignis Mart., (COSTA, 2019).

Estudos realizados por Azzollini e colaboradores (2018) para investigar a emisséo de
compostos Vvolateis e ndo volateis produzidos em co-cultivo fungico de Eutypa lata e
Botryosphaeria obtusa demonstraram que o0 COV nonan-2-ona possui atividade antifingica.

A complexidade quimica dos extratos fungicos requer métodos analiticos sofisticados e
sensiveis, como por exemplo a espectrometria de massas, para a identificacdo de metabolitos
em extratos (AZZOLLINI et al., 2018; BERTRAND et al., 2014).

Figura 7-Co-cultivo dos enddfitos Preussia sp. (fungo claro) e Phyllosticta sp. (fungo escuro)
cultivados em PDA, parte superior e inferior da placa, respectivamente

Fonte: autora.

1. 7 Desreplicacéo por LC-MS

A fim de observar a variacdo metabolica dos extratos, em funcdo da variacdo dos meios
de cultivo, foi realizada nesse trabalho a desreplicacdo por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) das culturas dos fungos

Phyllosticta sp e Preussia sp. Com o auxilio da base de dados criada para os fungos em questao,
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a partir de compostos descritos na literatura e com espectros de massas obtidos pela técnica de
LC-MS/MS foram verificados os perfis dos extratos fungicos e identificados os COVSs.

A partir da plataforma do GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking), disponivel no sitio http://gnps.ucsd.edu) é possivel gerar o molecular networking,
uma abordagem de rede molecular, para obter informagdes quimicas de um ou varios extratos.
Essa plataforma associa os espectros MS/MS com base em perfil de fragmentacdo de massas
similares baseada no conceito subjacente de que moléculas estruturalmente relacionadas se
fragmentardo de maneiras semelhantes para dar padrdes analogos (NAMAN et al., 2017;
WANG et al., 2016a). Assim, a triagem de bioensaios combinado a rede molecular usando
dados de LC-MS/MS constitui-se uma ferramenta de descoberta que agiliza o isolamento
direcionado de um metabdlito novo, pois associa com familias estruturais especificas e com
uma atividade biologica desejada (NAMAN et al., 2017).
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5. CONCLUSOES

A exploracdo dos perfis metabdlitos produzidos pelo endofiticos Phyllosticta sp. e
Preussia sp. destacam a importancia de estudos desenvolvidos na prospeccdo quimica de
moléculas bioativas, visto vez que existem poucos trabalhos na literatura para os géneros
estudados.

A anélise dos extratos derivatizados por GC-MS e a abordagem de redes moleculares
(molecular networking) possibilitou a anotacdo de metabdlitos secundérios presentes nos
extratos por comparacao com dados da literatura e da biblioteca GNPS baseados na similaridade
e no padrdo de fragmentacdo dos espectros. A ferramenta GNPS ¢é (til para analisar o perfil
metabdlico de extratos complexos. No estudo realizado por GC-MS para os extratos do fungo
Preussia sp. foram anotadas duas dicetopiperazinas. O estudo das redes moleculares permitiu
anotar cluster de citocalasinas que em conjunto com resultados obtidos dos ensaios
antiparasitarios sugerem esse micro-organismo como uma fonte prolifera de substancias
bioativas e apontam para a continuidade de estudos quimicos para esse género de enddfito.

O isolamento de metabdlitos a partir de fungos endofiticos escolhidos com base na
atividade bioldgica oferece um direcionamento sustentavel para a busca de novas moléculas
bioativas. Neste trabalho foram realizados ensaios de triagem para doencas negligenciadas, a
leishmaniose e a doenca de Chagas, justificando a contribuicdo cientifica e correlacionado com
décimo terceiro objetivo do desenvolvimento sustentavel (ODS) propostos pela ONU

. Os dois fungos estudados apresentaram substancias com propriedades antiparasitarias,
destacando as substancias isoladas do fungo Phyllosticta sp. (ferricrocina e ferricrisina) que
mostram potencial, com I1Cso entre 5,31 — 8,51, respectivamente.

O estudo dos COVs produzidos pelos endofitos estudados, a partir de um planejamento
fatorial permitiu avaliar o co-cultivo desses fungos que na natureza coexistem nas folhas de
Platonia Insignis Mart. e procurou entender o papel ecolégico de moléculas volateis. Deste
modo, este trabalho contribui para o conhecimento dos COVs produzidos por fungos
endofiticos, visto que o conhecimento das interacGes que esses metabdlitos causam no seu
habitat ainda ndo esta elucidado e existem poucos relatos na literatura para 0s géneros
estudados. O perfil de COVs foi bastante diverso e associado as redes moleculares a biblioteca
NIST, permitiu anotar as principais moléculas produzidas, com destaque a producao de ésteres,
que ainda ndo tem o papel ecoldgico esclarecido.

Os resultados obtidos neste trabalho, reforcam a necessidade de estudos para o

aprofundamento de pesquisas realizadas com micro-organismos, pois foram isolados de uma
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planta da biodiversidade brasileira, que apresenta o rico potencial quimico e bioldgico.
Adicionalmente, esta pesquisa fornece subsidios para uma melhor compreensao das interacdes
dos enddéfitos com a espécie hospedeira e contribui para o desenvolvimento da pesquisa na area

de produtos naturais e fungos endofitos.
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