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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
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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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2. OBJETIVOS

Realizar estudos quimicos e bioldgicos dos extratos brutos fornecidos pelos fungos

Phyllosticta sp. e Preussia sp. isolados das folhas de Platonia insignis Mart.

e Objetivos especificos:

Cultivar em escala ampliada os fungos selecionados Phyllosticta sp. e Preussia sp., nos

meios liquido PDB, Czapek e sélido (Milho), para obtencéo dos respectivos extratos brutos;

Realizar a triagem quimica dos extratos brutos obtidos por RMN de 1H, HPLC-PDA,;

Realizar triagem bioldgica dos extratos brutos, pela avaliacdo das atividades anti-

Trypanosoma cruzi, antileishmania, antiglicante e citotoxica;

Isolar, elucidar ou determinar a estrutura dos metabolitos secundarios produzidos por
Phyllosticta sp. e Preussia sp. utilizando técnicas cromatogréaficas e espectrométricas (RMN de
'He LC-MS;

Submeter as substancias puras aos ensaios para avaliacdo das atividades antileishmania,

antiglicante e citotoxica;

Identificar os compostos organicos volateis (COVs) produzidos pelos fungos endofitos,

em cultura simples e co-cultivo;

Fornecer subsidios para uma melhor compreensdo da relacéo ecoldgica entre os fungos

endofiticos e a espécie vegetal.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3. 1 Meios de cultivo
A Tabela 3 apresenta os meios de cultivo utilizados para obtencdo dos extratos
produzidos pelos enddéfitos Phyllosticta sp. e Preussia sp.

Tabela 3-Meios de cultura utilizados para o cultivo dos endéfitos Phyllosticta sp. e Preussia sp

Meios []

4o cultura Tipo oL Composigdo Fabricante
PDA sslido 39 Fécula de batata (4g), Acumedia
dextrose (20g), agar (159)

Milho sslido 1200 Milho de canjica Yoki
branca

BB liquido 24 Fécula de batata (49), Acumedia

dextrose (209)
Sacarose (30g),
Czapek liquido 3 NaNOs (39), Nax(PO4)s (10). Kasvi

MgS04(0,5g), KCI (0,59),
FeSO, (0,019)

Fonte: autora.

3. 2 Solventes e reagentes

Para a obtencdo dos extratos brutos, realizacdo das separacGes cromatograficas em
coluna foram utilizados acetato de etila, metanol P.A, hexano e acetonitrila das marcas: J.T.
Baker®, Synth® e Qhemis®. Para as analises realizadas cromatograficas realizadas em HPLC e
LC-MS os solventes utilizados foram metanol, acetonitrila e acido férmico (grau LC-MS)
obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha) e agua ultrapurificada (Millipore®, EUA) utilizados
como componentes de fase mdvel. Em andalises de RMN1D e 2D utilizou-se os solventes
deuterados: DMSO-ds, CDCl3 e CH30OH-ds(Aldrich, CIL e Deutero).
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Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para as anélises realizadas em CCDC foram utilizadas placas de silica gel 60 G F254
analiticas (Macherey-Nagel: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254).

Cromatografia em Coluna (CC)

As separacBes cromatograficas em coluna foram realizadas em colunas de vidro, a
pressao reduzida, utilizando como adsorvente de fase estacionaria silica de fase reversa do tipo
octadesil silano (C-18), da marca Sorbent Technologies, com porosidade de 60 A e tamanho de
particulas de 40-75 um (200-400 mesh). As dimensdes das colunas utilizadas variaram de

acordo com o perfil e massa de cada amostra.

3. 3 Equipamentos

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(HPLC-PDA)

As analises cromatograficas das amostras foram realizadas em um sistema analitico de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC Shimadzu (bombas: LC-20AT; injetor
automatico: SIL-20A; detector ultravioleta, em arranjo de diodos: SPD-M20A; mddulo de
comunicagdo: CBM-20A,; degaseificador: DGU-20Azs; software: LC-Solution). Foi utilizada
uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo octadesil silano, C-18 (250 x 4,60 mm;
5 um).

A purificacdo de fracdes utilizando HPLC-PDA em modo semipreparativo foi realizada
em um Cromatografo Liquido da Shimadzu (bombas: LC-6AD; injetor manual; detector
ultravioleta, em arranjo de diodos; SPD-38-M20A; modulo de comunicacdo: CBM-20A;
degaseificador: DGU-20%5R; software: LC-Solution), e coluna de fase reversa C18

semipreparativa (Phenomenex LUNA: 250 mm x 10,0 mm e 5 um).

Sistemas cromatograficos acoplados a espectrometria de massas
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a) HPLC-ESI-IT-MS Bruker Daltonics®

A andlise do perfil quimico cromatogréfico dos extratos e fracfes foi realizada por
espectrometria de massas utilizando o sistema LC Shimadzu®, com bomba LC-20AD e detector
de Arranjo de Diodos SPD-M20A, com injetor automético SIL-20AHT e mddulo de
comunicagdo CBM-20A e degaseificador (DGU-20A3R) foi utilizado. Acoplado ao
espectrometro de massas ion-trap, amaZon-SL (Bruker Daltonics®), com ionizagdo por
electrospray (ESI), em modo positivo.

b) UHPLC-MS/MS

Para as analises de HPLC-MS de alta resolucao, foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido
de Ultra Performance Acquity H-Class da Waters®, composto dos médulos: Bomba quaternaria
(Quaternary Solvent Manager); Detector de Arranjo de Diodos (PDA e A Detector); Forno de
coluna e Injetor automatico (Sample Manager — FTN); coluna de fase reversa (Waters Acquity
UPLC HSS T3 1,8 um 2,1 x 100 mm) e pre-coluna (Waters Acquity UPLC HSS T3 1,8 um
VanGuard 2,1 x 5 mm). O Espectrémetro de Massas utilizado foi o equipamento Xevo G2-XS
QToF, com fonte de ionizacdo Eletrospray (ESI); analisador Q-ToF (Quadrupole — Time of
Flight) e software MassLinx. No processamento de dados, utilizou-se o software MassLinx da

Waters®.

c¢) Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

As analises de GC-MS foram realizadas em cromatdgrafo a gas Shimadzu® (Modelo:
QP2020; lonizacdo por Elétrons (EI); Autoinjetor: AOC-20i; Gas de arraste: hélio. Coluna:
Shimadzu, Modelo: SH-Rtx-5MS (5 % difenil 95 % dimetilpolisiloxano). Dimensfes: 30 m

(comprimento) x 0,25 mm (diametro interno) x 0,25 pm (espessura do filme).
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de RMN monodimensional: *H e bidimensional: COSY, foram realizadas

em espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker® Avance 11 HD 600 (14,1 Tesla)

com uma criossonda de 5 mm com deteccao inversa (Triple Inverse TCIl Cryo-probehead)
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contendo pré-amplificadores resfriados para melhorar a sensibilidade; trés canais dedicados,
'H, 13C e ®N; sistema de sintonia automatica ATMA (Automatic Tuning and Matching);
refrigeracdo BCU | (Bruker Cool Unit); bobina de gradiente em z (50 G cm™); e controle de
temperatura (0 a 50 °C) BSVT (Bruker Smart Temperature Control).

O preparo de amostra para os extratos brutos foi realizado a partir de 2 mg de cada
extrato que foi solubilizado em 200 pL de CD3OD ou DMSO-ds e centrifugado, e entdo o
sobrenadante foi transferido para um tubo de RMN de 3 mm. Os experimentos 1D e 2D foram
realizados para as substancias isoladas, que foram solubilizadas em CD3OD e centrifugadas, e
entdo os sobrenadantes foram transferidos para tubos de RMN de 3 mm.

Outros equipamentos usados para o desenvolvimento do projeto
* Balanga Analitica (Metter Toledo — AG204);

* Balanga Semi-analitica (Gehaka — BG2000);

* Camara Ultravioleta (CAMAG Reprostar 3);

* Evaporador Rotativo (Heidolph);

* Espectrofotometro (Synergy — BioTek HT);

* Ultrapurificador de agua (Milli-Q, Millipore);

* Autoclave vertical (Phoenix Luferco — AV-137);

» Camara de fluxo laminar Pachane PA-310

3. 4 Metodologia

3.4.1 Obtencdo da linhagem fungica

A coleta das folhas, galhos e frutos saudaveis de Platonia insignis Mart. foi realizada
na cidade de Timom-MA (latitude: 4° 50 56,6” Sul e longitude: 42° 05> 04,8” Oeste),
procedimento realizado pela Dra Isabella Cristhina G. Costa. A exsicata da espécie vegetal
encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, com o
cddigo TEPB 20701 (Registro de acesso ao SisGen AA65371). O isolamento dos fungos
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endofiticos foi conduzido pela Dra Isabella Cristhina G. Costa, seguindo a metodologia descrita
por SILVA (2005). Neste processo, foram obtidos 18 fungos endofiticos a partir de P. insignis
Mart. Inicialmente os extratos brutos PDB produzidos por Preussia sp. e Phyllosticta sp. foram
avaliados quanto a capacidade de degradacdo de biofilme causado pela cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, analisada para as concentracfes de extratos a 512 pg/mL
apresentando 77,33% e 79,37% respectivamente. Observacao, este ensaio foi realizado pela
Dra. Isabella C. G. Costa na triagem de isolamento dos enddfitos de Platonia insignis Mart.

Os fungos PI-F3 (Phyllosticta sp.) e PI-F4 (Preussia sp.) foram escolhidos para o estudo
nesta tese devido as propriedades observadas nos seus extratos, as quais demonstraram
potencial no combate e inibi¢do de biofilmes.

3.4.2 Obtengéo dos extratos brutos dos endofitos em PDB e Czapek

Os fungos endofiticos PI-F3 (Phyllosticta sp.) e PI-F4 (Preussia sp.), isolados das folhas
da planta P. insignis Mart., foram inoculados em meio sélido (PDA), para obtencdo de massa
micelar satisfatoria, objetivando a inoculacéo padronizada em meio liquido (Figura 8) e solido,
previamente autoclavados, em escala reduzida e ampliada, durante 28 dias e 21 dias,
respectivamente, a 25° C, sob modo estatico. Apos o periodo de incubagcdo em meio liquido, o
caldo fermentado foi separado dos micélios por filtracdo a vacuo e o filtrado foi submetido a
particdo liquido/liquido com AcOEt. Os solventes organicos foram evaporados para obtencao
dos extratos brutos. Foram realizados os brancos (meio de cultivo, sem a inoculacéo de fungos)
dos diferentes meios de cultivo seguindo a mesma metodologia de extracdo para 0s extratos

fangicos.
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Figura 8-Cultivo e obtencéo dos extratos brutos em PDB e Czapek

. . I, . 7%
Crescimento em meios liquidos " CZAPEK

28 dias, 25 °C
as, 1,251
Preussia sp PDB
PDA 12,51 Filtracdo a vacuo
10 dias, 28 °C | ’ |
Descarte micélio filtrado
3 x AcOEt
Evaporagao | | 1
Ext. AcOEt Fracdo aquosa
1 Descarte
, -~ - ------ -7 - - -——_-—_——————_ 1
I HPLC-PDA Ensaios !
I RMN H il !
I LC-MS biolégicos !

Fonte: autora

3.4.3 Fracionamento do extrato bruto de PDB do endofito Preussia sp.

O extrato PDB do enddfito Preussia sp. foi submetido as analises de RMN de *H,
ensaios biologicos e analise de HPLC-PDA. O extrato foi fracionado por cromatografia em
coluna, de acordo com a Figura 9. Utilizou-se metanol P.A para ativacdo da fase estacionaria.
A separacdo foi feita a pressdo reduzida, aplicando-se 340,0 mg do extrato. A Figura 9 apresenta
a composicao das fases moveis utilizadas, e as respectivas massas obtidas ap6s o fracionamento.
As fracdes foram submetidas aos ensaios de antileishmania e anti-trypanosoma e analisadas por
HPLC-PDA (Cromatogramas das fracGes obtidas a partir do extrato PDB, A= 254 nm, estdo

disponiveis no Apéndice A).
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Figura 9-Fracionamento do extrato bruto PDB de Preussia sp.

Ext. PDB
m=340 mg
CC=11,0 cm (C18) x 2,8 cm diametro
H,0:MeOH (25:100%MeOH (V/V)
Vol. de eluigdo: 100 mL
F,=25% F,=40% F;=50% F,=60% Fs=70% Fs=90% F,=100%
43,4 mg 86,0 mg 104,7 mg 18,3 mg 10,0 mg 9,7 mg 8,3 mg

Fonte: autora.
* Ensaio realizado pela equipe do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo, Laboratério de Quimica Medicinal
e Computacional (LQMC-IFSC-USP).

3.4.4 Obtencéo dos extratos brutos dos enddfitos cultivados em meio sélido de milho

Apos o periodo de incubacdo de 21 dias, a cultura solida de milho (Figura 10) foi
triturada utilizando uma bagueta e iniciou-se uma extracdo direta com metanol P.A em
intervalos de 12 h para cada extracdo, seguida de filtragdo sob presséo reduzida. Posteriormente,
o0 solvente foi evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se o extrato metandlico. O extrato
metanolico foi dissolvido em agua/MeOH, e com a solugéo resultante fez-se a particao liquido-
liquido com AcOEt P.A. Em seguida, o solvente organico foi evaporado, originando a fracéo
acetato de etila. A fracdo obtida foi dissolvida em acetonitrila P.A, e com a solucéo fez-se trés
parti¢Bes liquido-liquido com hexano P.A. A fracdo acetonitrila foi obtida apos a evaporacao
do solvente. A fracdo hexanica foi armazenada para estudos futuros. A fase aquosa foi extraida
com uma mistura de resinas poliméricas XAD4 e XAD16 na proporcdo de 1:1, deixada em
repouso por 24 h. A mistura de resinas foi separada por filtracdo a vacuo, seguida de uma
lavagem para dessorcdo do material organico MeOH/Acetona. A fracdo XAD foi analisada por
HPLC-PDA e submetida aos ensaios antileishmania e anti-trypanosoma.

Os extratos brutos obtidos foram submetidos aos ensaios bioldgicos e a analises de RMN
de 'H e a HPLC-PDA. Esses extratos foram submetidos a um “clean up” utilizando cartuchos
de silica C-18 acoplado em membrana 0,2 um. Apoés este procedimento, os extratos (3,5
mg/mL) foram injetados em HPLC-PDA, utilizando uma coluna analitica Phenomenex Luna

tipo octadesil silano (C-18), com injecdo de 30,0 uL e eluicdo em gradiente exploratorio
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H20:CH30H (95:05v/v) a (0:100 v/v) por 50min., permanecendo nesta condi¢cdo por mais 10

min., numa vazao de 1,0 mL/min e leitura de A= 220 nm a 400 nm.

Figura 10-Cultivo e fracionamento do extrato bruto do Phyllosticta sp.

Cultivo em milho

Crescimento: 1,8 kg de milho
20 frascos de Erlenmeyer

Extragdo: 3 x MeOH (200 mL a cada 24 h)

Filtragdo a vacuo
Evaporagdo do solvente

[ Ext. Metandlico m=11,42g ] Solubilizagdo em 400 mL de MeOH/H,0

Partigdo Liquido/Liquido com AcOEt, (3 x 200)

mL)
Evaporagdo do solvente

[ Fragdo AcOEt 1 [

Fragdo Aquosa

Extraido com XAD4 + XAD16

olubilizagdo em 100 mL de CH; CN
| Partigdo Liquido/Liquido com hexano,
3 x50 mL
Evaporagdo do solvente

Fragdo ACN

por24 h
Filtragdo a vacuo
Lavagem da resina com
(MeOH: Acetona)
Evaporagdo do solvente

______________

Extraido com XAD
m=116 mg

Fragdo hexanico

N

Fonte: autora.

A separacdo cromatografica da Fracdo XADF3 foi otimizada em HPLC-PDA analitico
utilizando uma coluna de C18 (Phenomenex Luna; 250 x 4,60 mm; 5 um) e como fase mével
0 sistema de eluentes em modo isocratico (H20:CH3CN). Apos a otimizagédo, a amostra foi
fracionada em HPLC-PDA em escala semi-preparativa, no qual utilizou-se coluna C18
(Phenomenex Luna; 250 x 10; 5 um) e eluicdo em modo isocratico (H20:CH3CN). Esta
separacdo cromatografica forneceu 5 subfragdes, as quais foram submetidas a analise por LC-

MS, resultando no isolamento e identificacdo de duas substancias (Figura 11).

Figura 11-Isolamento das substancias da fracdo XADF3, produzidas por Phyllosticta sp.

HPLC-PDA semiprep.
Isocratico a 7% de ACN
t=40 min, A=420 min
Vazdo=3mL/min

[ Fragao XADF3 ]

[XADF3—1 ] [XADF3-2 ] [XADF3—3 ] [ XADF3-4 ] [ XADF3-5 ]

Fonte: autora.
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Os solventes que foram utilizados durante o processo de extracdo (acetato de etila e
metanol) foram recolhidos e submetidos a procedimentos de reutilizagdo. Apds a conclusdo
desta etapa, esses solventes foram descartados de maneira adequada, sendo acondicionados em
recipientes previamente rotulados. Posteriormente, os residuos foram encaminhados ao descarte
de acordo com as diretrizes estabelecidas pelas Normas Gerais de Gerenciamento de Residuos
Quimicos no Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"
(UNESP), conforme disponibilizado no enderego eletronico: www.ig.unesp.br/APOIO-
TECNICO/normas-residuos.pdf.

3.4.5 Derivatizacdo de extratos flngicos de Preussia sp. para analise em GC-MS

A metoximacdo foi realizada utilizando 5 mg dos extratos solubilizados em 80 pL de
uma solugéo de cloridrato de metoxiamina em piridina (20 mg/mL), em seguida foram
adicionados mais 100 pL de piridina e aqueceu-se em banho-maria a 30 °C por 90 min. Apds o
procedimento de metoximacédo da amostra, foi realizado a sililagdo da mesma, na qual foram
adicionados 200 uL. de MSTFA [N-metil- N(trimetilsilil)trifluoroacetamida] e aqueceu-se a 37
°C por 30 min, em seguida sendo submetidas a outra etapa de incubacdo a 5 °C por 24 h.
Posteriormente, as amostras foram filtradas usando microfiltro de 0,22 um (tamanho de poro)
e transferidas para vial com insert de 350 uL.

As andlises foram realizadas utilizando um cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrémetro de massas (Shimadzu QP-2020, Tdquio, Japdo). As amostras foram injetadas
com um amostrador automatico AOC-20Si (temperatura do injetor foi 260 °C) em uma coluna
capilar de silica fundida Restek Rtx-5MS (5% difenil 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25
mm x 0,25 um). Temperatura do forno: 140 °C (3 min) 3 °C/min 320 °C (10 min) até 79,67
min. Modo de injecao: splitless/split. Inicio splitless, 0,75 min split (1/50), 2 min split 1/20 a
um fluxo constante de 1,3 mL.min-1, o volume de amostra injetado foi de 1 uL. Condigdes MS:
temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C, modo de ionizacdo por elétrons a 70 eV,
faixa de aquisicdo m/z 40-600 Daltons.

As substancias detectadas foram analisadas pelo software Shimadzu GC-MS solution
Ver. 2.61. Os indices de retencdo (IR) foram calculados pela equacédo de Van den Dool e Kratz
(Equacdo 1), utilizando um padréo de hidrocarbonetos (C8-C40, SUPELCO, Bellefonte USA)


http://www.iq.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf
http://www.iq.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf
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analisados nas mesmas condi¢des dos extratos e os valores desses indices de retencdo foram

comparados com a base de dados NIST (National Institute of Standards and Technology).

IR =100. n + 100. (trwy—trm/tre+1y—trm) Equacdo 1

n = ndmero de carbonos do hidrocarboneto que eluiu antes ao analito;
tR(x) = tempo de retencéo do analito;

tR(n) = tempo de retengéo do hidrocarboneto anterior ao analito;
tR(n+1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior ao analito.

3.4.6 Anélises por LC-MS

Os extratos de cada fungo foram analisados por espectrometria de massas em um
equipamento HPLC-ESI-IT-MS/MS (Bruker Daltonics®). As analises cromatograficas foram
realizadas utilizando a coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 x 4,60 mm, 5 um). O volume de
injegdo e a vazdo aplicados foram 1 pL ¢ 1,00 mL/min, respectivamente. Para a eluicdo das
amostras, foi empregado um gradiente linear com fase mével composta de 4gua (solvente A) e
metanol, (solvente B) ambos acidificados com 0,1% de &cido férmico, de 5 a 100% (B) durante
40 min. Foi utilizado um espectrometro de massas da Bruker (Amazon SL) com fonte de
ionizacdo Eletrospray (ESI); analisador lon Trap e software MassControl. Os espectros de
massas foram obtidos em modo positivo e negativo processados no software Data Analysis
(verséo 4.3, Bruker®).

Para realizacdo de analises na plataforma GNPS os espectros de massas foram
adquiridos no UPLC-MS modelo ACQUITY UPLC I - Class System acoplado ao Xevo G2-S
QTOF (Waters Corporation). Parametros utilizados para UPLC: fase movel A: agua (0,1 % de
acido férmico v/v), fase mdvel B: acetonitrila (0,1 % de acido formico v/v); o método foi
realizado em gradiente linear: 5 % - 100 % de B em 8 minutos, de 8-13 minutos permaneceu
em 100 % de B, de 13-19 minutos retornou a condicao inicial de 5 % de B e de 19-23 minutos
permaneceu em 5 % para o reequilibrio da coluna; vazdo: 0,4 mL.min-1; volume de injecao:
0,1 pL; fase estacionaria: coluna de fase reversa Acquity UPLC®HSS T3 coluna (1.8 pm; 2.1

mm x 100 mm) e temperatura de 35 °C. As condicGes de analise no modo DDA foram realizadas
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em modo positivo (ESI™), com voltagem do capilar: 3 kV, cone de transferéncia: 40 V,
temperatura da fonte de ionizagdo: 100 °C, temperatura dessolvatacdo: 650 °C, gas de
dessolvatagdo: 800 L.h, faixa de aquisicdo: 50-1200 Da. Os experimentos de MS/MS foram
realizados em duas condicGes de energia aplicadas a célula de colisdo, sendo obtidos os
espectros de massas baixas utilizando uma rampa de potencial de 20-40 eV e para obtencdo dos
espectros de massas altas, utilizou-se uma rampa de potencial de 60-80 eV. Concentracdo das
amostras: 1 mg/mL (solubilizadas em metanol grau HPLC).

3.4.7 Processamento dos dados e construcéo das redes moleculares

As redes moleculares foram criadas usando o fluxo de trabalho on-line (https://ccms-

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do Global Natural Products Social (GNPS)
(http://gnps.ucsd.edu). Apds aquisicdo de dados LC-MS/MS, esses foram convertidos para o

formato mzML no software MSConvert (ProteoWizard) usando o filtro Peak Picking e entéo,
foram carregados na plataforma GNPS. Os dados foram filtrados removendo todos os ions
fragmentos MS/MS dentro de +/- 17 Da dos ions precursores m/z. Os espectros de MS/MS
foram filtrados através da escolha apenas dos 6 ions fragmento superiores na janela +/- 50 Da
em todo o espectro. A tolerancia de massa do ion precursor foi ajustada para 2,0 Da e a
tolerancia dos ions fragmento MS/MS para 0,9 Da. Foi entdo criada uma rede onde 0s arcos
foram filtrados para ter um escore de cosseno acima de 0,70 e mais de 6 picos combinados, com
arcos entre dois nodos mantidos na rede se e somente se cada um dos nodos aparecesse nos 10
nodos superiores mais similares um do outro. O tamanho da familia molecular foi fixado em
100, e os arcos com escore mais baixo foram removidas das familias moleculares até que o
tamanho da familia molecular ficasse abaixo desse limite. Posteriormente, 0s espectros na rede
foram entdo pesquisados em relacdo as bibliotecas espectrais do GNPS. Os espectros da
biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Todas as
correspondéncias mantidas entre os espectros da rede e 0s espectros da biblioteca tiveram um
escore acima de 0,7 e pelo menos 4 picos combinados (WANG et al., 2016a). As redes
moleculares foram visualizadas usando o software Cytoscape v. 3.8.0 (SHANNON, et al.,
2003) e as informacdes podem  ser acessadas publicamente em:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=e2d7d1799995432a9fca0606536e8bed#

para os extratos de Preussia sp.



https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/
http://gnps.ucsd.edu/
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3. 5 Ensaios bioldgicos

3.5.1 Avaliagéo da atividade antiglicante

A atividade antiglicante foi realizada segundo a metodologia descrita por Fraige e
colaboradores (2017) utilizando o ensaio de albumina sérica bovina (BSA) com metilglioxal
(MGO). A partir de uma solucdo de tampéao fosfato de sddio 10 mmol/L, pH 7,4, foi preparada
a solucdo de BSA (1 mg/mL). A solugdo de BSA, foi adicionado o reagente MGO (5 mmol/L)
e os extratos (150 pg/mL), em seguida foram incubadas a 37 °C, sob agita¢dao 150 rpm, por 72h.
Uma solucdo de aminoguanidina (10 mmol/L) foi utilizada como controle positivo. Apés a
incubacdo, as amostras foram transferidas para placas de 96 pocos e realizada a leitura de
fluorescéncia no maximo de excitagdo de 370 nm e emissdo maxima de 440 nm. O célculo do
percentual de inibicdo da formacgdo de AGEs é realizado pela equacao [(FLcn-FLoen) - (FLs
FLbs)]/(FLcn-FLoen) % 100, onde FLen e FLoen S80 as intensidades de fluorescéncia da mistura
de controle negativo e seu branco, respectivamente, e FLs e FLps S0 as intensidades de

fluorescéncia do extrato e seu branco, respectivamente.

3.5.2 Avaliag&o in vitro da atividade anti-trypanosoma®

O ensaio in vitro foi realizado conforme a metodologia descrita por (DE SOUZA et al.,
2020) utilizando a cepa de Trypanosoma cruzi Tulahuen, modificada geneticamente para
expressar 0 gene lacZ. As formas epimastigotas foram cultivadas em meio de infusdo hepatica
de triptona (LIT) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FCS), penicilina e
estreptomicina. A metaciclogénese para tripomastigotas foi induzida pela semeadura de
epimastigotas em meio de cultivo Grace Insect (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementado
com 10% de FCS. Apos a diferenciacdo, as formas tripomastigotas metaciclicas foram colhidos
e transferidos para placas de teste. Os ensaios de amastigotas intracelulares foram realizados
em placas para cultura de tecidos de 96 pocos. Fibroblastos humanos HFF-1 foram semeados
em 2 x 10° células por pogo em meio DMEM (80uL) sem vermelho de fenol e incubados
durante a noite a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO>. No dia seguinte, as formas
tripomastigotas foram adicionados a 1x10* células por pogo. Apds 24 h, o meio foi removido

para eliminar os parasitas extracelulares e 100 pL de meio DMEM (Cultilab) fresco foram
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adicionados a cada pogo. Em seguida, 50 pL de inibidores de cruzaina foram adicionados em
dilui¢des seriadas para produzir concentragdes finais de 0,1-100 pM. Os compostos foram
testados em sete concentracdes em diluigfes de 3 vezes, cada concentracdo sendo testada em
duplicata em trés experimentos independentes. As placas foram incubadas por 120 ha 37°C em
atmosfera umidificada com 5% de CO.. Todas as placas incluiam pogos multiplos com
fibroblastos infectados sem a adicdo de qualquer inibidor (controles negativos) e pogos com
Benznidazole (BZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como controles positivos. Apés a
incubacdo, 50 uL de 1 mM de clorofenol red p-D-galactopirandsido (CPRG, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) e 0,1% de Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram adicionados a
cada poco e a absorbancia foi medida a 570 nm. Os valores de foram determinados utilizando
o0 programa SigmaPlot (VALLI et al., 2022).

Ensaio realizado pela equipe do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo, Laboratdrio de Quimica Medicinal e
Computacional (LQMC-IFSC-USP).

3.5.3 Avaliac&o in vitro da atividade antileishmania®

Neste ensaio, extratos e fracGes foram testados frente as formas promastigotas de
Leishmania infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263), cultivadas a 28 °C em meio M199 (pH
7,4), suplementado com 10 % de soro fetal bovino inativado. Posteriormente, foram preparadas
solucdes estoque dos extratos e fracfes a 10 mM em DMSO e testadas em diluicGes em série,
em placas de 96 pocgos. Células de leucemia humana THP-1 foram semeadas a 2 x 10*/pogo
(RPMI-1640, 100 pL/pogo), usando 20 ng/mL de acetato de tetradecanoilforbol (PMA). Apds
72 h de incubacdo (5% CO2, a 37 °C), as formas promastigotas de estagio avancado foram
selecionadas e semeadas (2 x 10%pogo, 100 pL/pogo). Em todas as placas foram incluidos
pocos de controle negativo (100% de crescimento do parasita) e controle positivo (miltefosina).
As placas foram lidas com um fluorémetro de microplaca (comprimento de onda de excitagdo
de 536 nm e comprimento de onda de emissdo de 588 nm). A porcentagem de inibicdo do
crescimento foi expressa como uma porcentagem da fluorescéncia do controle negativo
(MENEGATTI et al., 2020).

Os ensaios citotoxicidade foram realizados in vitro segundo a metodologia de Valli e
colaboradores (2022), utilizando a linhagem de células THP-1, cultivadas no meio de cultura

RPMI 1640 suplementado com (10% FCS, 1% penicilina/streptomicina). As culturas foram
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mantidas a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO2. Os compostos foram adicionados em
diluicdes seriadas (64-0,12 uM), posteriormente as placas foram incubadas (37° C, 5% de CO>).
A concentracdo do composto foi avaliada em duplicata. Todas as placas incluiam como controle
positivo (10-0,01 uM) a DOX (Sigma-Aldrich) e os pocos néo tratados como controle negativo
(crescimento de 100%). A viabilidade das linhagens de células foi avaliada através do método
colorimétrico utilizando a resazurina. Assim, apés 72 h, 20 pL de resazurina (Sigma-Aldrich)
foram adicionados e as placas foram incubadas por 4 h. A absorbancia foi medida em 536 e 588
nm em um leitor automatico de microplacas SpectraMax® Gemini, e os dados foram analisados
usando GraphPad Prism versdo 8.0. A porcentagem de células inviaveis foi determinada e
comparado com os pocos de controle negativo (crescimento de 100%).

Ensaio realizado pela equipe do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo, Laboratdrio de Quimica Medicinal e
Computacional (LQMC-IFSC-USP).

3.6 Determinacédo dos compostos organicos volateis (COVs) produzidos por Phyllosticta

sp. e Preussia sp.

Os fungos Phyllosticta sp. e Preussia sp. foram inoculados em placas de Petri contendo
meio BDA (batata, dextrose e agar) e incubadas durante 10 dias a 28 °C. Um disco (pellet) de
5 mm de diametro de cada cepa foi transferido para frascos do tipo vial (40 mL) contendo 20
mL de BDA, em seguida selado com septos de PTFE/silicone e tampas roscadas. O meio de
cultura BDA foi obtido da Himedia® (Mumbai, India) e preparado de acordo com instrugdes do
fabricante. Ap6s o periodo de incubacéo durante 10 e 20 dias a 25 °C sob condi¢des estaticas,
os frascos foram colocados em banho de propilenoglicol a 45 °C, em seguida foram expostos a
uma fibra extratora de revestimento triplo DVB/CAR/PMDS
(divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano 50/30 um, Supelco) durante 60 minutos. Apos
o tempo de extracdo a fibra foi removida e inserida no GC-MS a 250 °C durante 6 minutos para
dessorcdo do COVs. Os dados de GC-MS foram analisados por ferramentas estatisticas uni e
multivariadas, como analise de componentes principais (PCA), analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) e abordagem metabolémica 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 anélise

multivariada ndo-alvo, a fim de identificar as variaces metabdlicas ocorridas no perfil dos
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COVs. A Figura 12 ilustra as etapas do procedimento experimental utilizado para coleta dos
dados.
Figura 12-Metodologia utilizada para aquisi¢do e processamento dos dados
& ‘ j Preussia sp. Phyllosticta sp.
% O =
x *° L.
|

Vv grow

>

I Fibra: DVB/CAR/PDMS
-

Fonte: autora.

Os cromatogramas obtidos das analises por CG-EM foram integrados e os tr (tempo de
retencdo) e areas dos picos tabulados. O calculo do indice de retencédo linear foi calculado
utilizando uma série homologa de n-alcanos C8-C40 (Sigma-Aldrich). O indice de retengdo do
analito € obtido por interpolacéo, relacionando o tempo de retencdo do analito com o tempo de
retencdo de dois padrdes (séries homologas de hidrocarbonetos), sendo estes eluidos antes e
apos o pico do composto de interesse (VAN DEN DOOL AND KRATZ, 1963).

3.6.1 Condicdes da analise HS-SPME-GC-MS

Para otimizacdo e avaliacdo das condicbes de analise HS-SPME inicialmente foi
realizado um planejamento fatorial completo 2% com ponto central (triplicata no ponto central),
que resultou em 11 experimentos, nos quais trés variaveis foram investigadas como o tempo de
extracdo e dessorcdo e a temperatura de dessor¢do dos COVs. Os experimentos foram
realizados para os dois fungos (Phyllosticta sp. e Preussia sp.), assim foi realizado o nimero
total de 22 experimentos. Os niveis avaliados e as faixas experimentais utilizadas para
otimizacdo das condi¢cbes de analise por GC-MS sdo apresentados na Tabela 4. A anélise

estatistica foi realizada utilizando o programa Minitab (versdo 17.0). O numero de metabdlitos
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identificados foi usado como resposta para obter as condi¢des otimizadas de extracdo de COVs.
As andlises estatisticas foram realizadas usando o software MetaboAnalyst 5.0.

Tabela 4-Pardmetros Experimentais aplicados ao planejamento fatorial para otimizagéo das condicoes
de analises dos COVs extraidos por HS-SPME-GC-MS

Variaveis Niveis
¢ ©) (+)
Tempo de extracdo (min) 30 45 60
Temperatura de dessor¢éo (°C) 220 235 250
Tempo de dessor¢ao (min) 3 4,5 6

Fonte: autora.

ApoOs realizar a otimizacdo das condicdes de extracdo de volateis para os cultivos
isolados, foi realizado um estudo para avaliar o perfil metabolico durante a variacdo de tempo
(10 e 20) e luminosidade (claro e escuro) em cultivos individuais, co-cultivo, meio de cultivo e

o frasco de vidro vazio, com trés repeticdes cada.

3.6.2 Processamento de dados e construcdo das redes moleculares (molecular
Networking GC-MS workflow)

Os dados de GC-MS foram obtidos no formato .cdf, adquiridos pelo software
GCsolution (Simadzu-Téquio, Japdo) e processados usando o pacote MzMine 2. Aléem disso,
0s arquivos de dados GC-MS das analises HS-SPME-GC-MS foram processados pelo software
Mzmine2 (versdo 2.53) para alinhamento e deconvolucdo de espectros. A matriz resultante
(amostras x area dos picos (RT/mz)) foi gerada para realizar as analises estatisticas
multivariadas usando o software Metabonalyst 5.0 (CHONG; WISHART; XIA, 2019; PANG
etal., 2021; PLUSKAL et al., 2010). Os parametros usados nas etapas de processamento foram
0s seguintes: mass detection (scans: 5.0-40 min, centroid, noise level 1.0 x 10°); ADAP
chromatogram builder (min. group size in # of scans 10, group intensity threshold 1.0 x 102,
min highest intensity 1.0 x 103, m/z tolerance 0.01); chrom. deconv. (Wavelets (ADAP), S/N
threshold 7, S/N estimator: Intensity window SN, Min feature height 1, Coef./area threshold
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30, Peak duration 1.00, RT wavelet range 0.15); Spec. Deconv. (Multivariate Curve Resolution,
Deconvolution window width (min) 0.15, Retention time tolerance (min) 0.05, Minimum
number of peaks 1); ADAP Aligner (Min confidence 0.05, Retention time tolerance (min) 0.1,
m/z tolerance 0.1, Score threshold 0.75, Score weight 0.1, Retention time similarity: cross-
correlation); Gap filling (Peak finder multithreaded, Intensity tolerance 0.1%, m/z tolerance
0.2, retention time tolerance 0.1 min). Os procedimentos de normalizacdo foram realizados
usando as areas de pico geradas a partir dos cromatogramas com 0s seguintes parametros:
Normalization to constant sum; Data transformation: Logl0 Normalization; Date scaling:
Pareto Scaling. Para verificar diferencas e correlaces no perfil metabdlico de culturas axénicas
e co-culturas para as variaveis tempo e luminosidade foram utilizadas a Analise Discriminante
de Quadrados Minimos Parciais (PLS-DA) fornecendo escores da Variavel de Importancia na
Projecdo (VIP). A andlise de variancia (ANOVA) unidirecional com testes post-hoc de
diferenca honestamente significativa (HSD) de Tukey foi usada para analisar os resultados de
caracteristicas significativas dentro dos grupos (PANG et al., 2021). Trés arquivos (arquivo
mgf dos espectros EI deconvoluidos pelo Mzmine 2, uma tabela de quantificagdo com os picos
gerados pelo Mzmine 2 e uma tabela de metadados com informacdes sobre as amostras) foram
submetidos a plataforma GNPS e a rede molecular foi criada com o Library Search/Fluxo de

trabalho de rede molecular GC no GNPS (https://gnps.ucsd.edu). As redes moleculares foram

visualizadas usando o software Cytoscape v. 3.8.0 (SHANNON, et al., 2003) e as informacoes
podem ser acessadas publicamente em:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=6564a25a16c6400c87accc319321f881. para
0s COVs de Preussia sp. e Phyllosticta sp.



https://gnps.ucsd.edu/
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=6564a25a16c6400c87accc319321f881

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Identificagdo genética dos fungos endofiticos

Os endofitos PI-F3 e PI-F4, foram identificados pela morfologia e pelo método de
sequenciamento da regido ITS do DNA do micro-organismo, procedimento realizado por uma
empresa terceirizada (Genotyping, Botucatu-SP). A sequéncia de nucleotideos do micro-
organismo obtida foi comparada com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank. Para
o enddfito PI-F3 obteve-se 100.00% de identidade com o fungo do género Phyllosticta sp., com
0 numero de acesso MK120854.1. Para o endofito PI-F4 obteve-se 98% de identidade com o
fungo do género Preussia sp.,
apresentam o alinhamento do DNA do fungo Phyllosticta sp. e a fita de consenso

respectivamente.

Figura 13-Alinhamento do DNA do fungo PI-F3 (Phyllosticta sp.)
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Figura 14-Fita consenso para o fungo PI-F3 (Phyllosticta sp.)

CGTAACAAGGTTITCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAATGTAATAACTTCTATTG AL

AGGTTCCAGAGTAGGCGCTACAACGCCGAAATGACCTTCTCACCCTIGTGTACT CACTATGTTGCTITGG
CGGETCGACCTGGTTCCGACCCAGGCGGCCGGCGCCCCCAGCCTTAACTGGCCAGGACGCCCGGCTAAG
TGCCCGCCAGTATACAAAACTCAAGAATTCATTTTGTGAAGTCCTGATATATCATTTAATTGATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT GC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTITGAACGCACATTG CGCCCTCTGGTATT CCGGAGGGCATGCCTGTIC
GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGG CAACGTCCGCTGCCGGACGTGCCTTGAAGAC
CTCGGCGACGGCGTCCTAGCCTCGAGCGTAGTAGTAAAATATCTCGCTTTGGAGTGCTGGGCGACGGCCE
CCGGACAATCGACCTTCGGTCTATTTITCCAAGGTTGACCTCGGAT CAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
AGCATATCAA

com 0 numero de acesso HQ607932.1. As Figuras 13 e 14
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As Figuras 15 e 16 apresentam o alinhamento do DNA para o fungo PI-F4 e a fita de

consenso, respectivamente.

Flgura 15 Almhamento do DNA do fungo Pl-F4 (Preu35|a sp)
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Figura 16-Fita de consenso para o fungo PI-F4 (Preussia sp.)

GGAAGTAAAAAGTCGTAACAAGGTTITCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTTGGGCTTCGGC
CCATTCGAGATAACACCCTTGCCTTTITGAGTAC CTTTTCGTITCCTCGGCAGGCTCGCCTGCCAAC GGG
GACCCTTCAAAACGCTITGTAGTACCTGTAACTGTCTGATACAACAAGCAAAAAT CAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCT GG CATCGAT GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTIGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGG CATGCCTGTTCGAGC GTCA
TTTAAACCTTCAAGCTCAGCTTGGTGATGGGTGACTGTCCCCCCCCTTCGCGGGGGGACTCGCCTCAAAA
ACATTGGCGGCCGGTACATTGGCTTCGAGCGCAGCAGAAACGCGGTCTC GAGTCCTGTGGATC GG CTCC
CATAAGCCTCTTCTTTTATTITGAC CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCT GAACTTAAG CATAT CAATAAGC
GGA

Fonte: Figuras 13, 14, 15 e 16 fornecidas pela empresa Genotyping, 2018.

4.2 Producéo dos extratos fungicos

Nesse estudo investigou-se o perfil metabolico dos fungos Phyllosticta sp. e Preussia
sp. por meio de cultivo em diferentes meios de cultura. A Tabela 5 apresenta os resultados do
rendimento dos extratos fangicos e dos brancos obtidos a partir dos diversos meios de cultivo
utilizados. Esses dados foram analisados a fim de compreender como as condicdes de cultivo

influenciam no metabolismo desses fungos.
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Tabela 5-Massas obtidas dos extratos nos meios de cultivos utilizados

Extratos/massa PDB PDB Czapek Czapek Milho Milho
fungo branco fungo branco fungo branco

Preussia sp. 413 mg 15 mg 3mg 1 mg 8,64 ¢ 1,469
Phyllosticta sp. 35 mg 5mg 5,9mg 1 mg 11,979 1,46 g

Fonte: autora.

4.3 Perfil cromatogréafico dos extratos brutos

Os cromatogramas dos extratos brutos PDB, Czapek e Milho para o fungo Preussia sp.
(Figura 17) foram obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS e apresentaram varios picos com
polaridade variada e boa resolucdo cromatografica. Todos os cromatogramas obtidos foram
comparados com o controle branco (meio de cultivo sem inoculagédo do fungo), verificando-se

uma variagdo metabolica em funcédo dos diferentes meios de cultivo.

Figura 17-Cromatogramas do pico base (BPI) do extrato metanolico (A), do extrato PDB (B), do extrato
czapek (C) e da fracdo acetonitrila (D) do endofito Preussia sp., obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS no
modo positivo
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Fonte: autora

Os perfis obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS (Figura 18) para o extrato metanolico e a
fracdo XAD-F3 obtidas do fungo Phyllosticta sp., evidenciam a capacidade do endo6fito em
produzir substancias em uma ampla faixa de polaridade, conforme demonstrado pelas varias

bandas no cromatograma. A fracdo XAD-F3, por outro lado, exibiu substancias
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predominantemente polares. 1sso sugere que o fracionamento realizado para o extrato foi eficaz

na separacdo das substancias de acordo com sua polaridade.

Figura 18-Cromatogramas do pico base (BPI) do extrato metandlico (A) e da fracdo XADF3 (B) do
endofito Phyllosticta sp., obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS no modo positivo
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4.4 Perfil quimico (RMN de tH) dos extratos brutos

Andlises detalhadas dos experimentos de RMN de *H dos extratos brutos obtidos em
Czapek, PDB (AcOEt) e milho em MeOH de Preussia sp. apresentaram espectros com muitos
sinais distribuidos por toda faixa espectral, indicando inimeras substancias, evidenciando o
enddfito como um prolifico produtor de metabdlitos secundarios. Também foram realizados
experimento de RMN de H dos meios de cultivo na auséncia do fungo (branco), visando
comparar metabdlitos extraidos do meio de cultivo e aqueles produzidos por Preussia sp.

Os espectros de RMN de *H (Figura 19) apresentaram sinais de hidrogénios na regido
dos carbindlicos (61 3,0-4,0 ppm), sinais de hidrogénios aromaticos (61 6,5-8,0 ppm), olefinicos
(6H 4,5-6,0 ppm), hidrogénios metilénicos e metilicos (6n 0,8-3,0 ppm). Apos analise dos
espectros de RMN de H, verificou-se uma diversidade na producdo metabdlica do fungo, em
funcdo do meio de cultivo, evidenciando a dependéncia dos nutrientes para a fabricacdo de

metabdlitos.
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Figura 19-Espectros de RMN de *H dos extratos brutos de Preussia sp. nos diferentes meios de cultivo
estudados, em DMSO-ds e 600 MHz
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Fonte: autora.

Os espectros de RMN de *H (Figura 20) para as fracdes acetonitrila e XADF3 obtidas a
partir do extrato metandlico do fungo Phyllosticta sp. apresentaram uma ampla distribuicdo de
sinais ao longo de toda a faixa espectral, sugerindo uma diversidade de classes metabdlicas
presentes nas amostras analisadas. A detec¢do de mdaltiplos sinais em diferentes regides do
espectro de RMN de *H é indicativa da presenca de diversos compostos e grupos funcionais na
amostra. Essa diversidade de sinais pode ser atribuida a uma variedade de metabolitos presentes

nas fracdes acetonitrila e XADF3.
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Figura 20-Espectros de RMN de 1H da fracdo acetonitrila e da fragdo XAD de Phyllosticta sp. em

CDs0OD e 600 MHz
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Fonte: autora.

4.5 Estudos dos metabolitos produzidos pelo endofito Preussia sp.

Os extratos produzidos a partir do cultivo do fungo Preussia sp. em PDB, Milho e os

respectivos brancos dos meios, foram derivatizados e analisados por GC-MS. A derivatizacao

é uma técnica utilizada com a finalidade de modificar as propriedades dos analitos, tornando as

moléculas mais volatilizaveis e, consequentemente, aumentando a sensibilidade do método

cromatografico. Essa modificacdo facilita a separacéo e deteccdo dos compostos presentes nos
extratos fungicos durante a analise por GC-MS (MOLDOVEANU; DAVID, 2018). A Figura

21 ilustra o cromatograma de ions totais (TIC) para o extrato PDB do fungo Preussia sp.

Entre os varios tipos de derivatizacdo que sdo mais frequentemente usados destacam-se

a alquilacdo (por exemplo, metilacdo), sililacdo (por exemplo, formacdo de derivados

de

trimetilsilil), acilacdo (por exemplo, reagbes com cloretos de acila), entre outros tipos
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(MOLDOVEANU; DAVID, 2018). Nesse trabalho foi realizada a derivatizacdo do tipo
sililacdo, que é uma reacdo de substituicdo de atomos de hidrogénio reativo OH, COOH, SH,
NH, CONH, POH, SOH, por um grupo silil, geralmente o trimetilsilil (TMS) que tem por
objetivo reduzir a polaridade do analito e melhorar sua volatilidade (MOLDOVEANU;
DAVID, 2018; HARVEY; VOURQS, 2020).

A derivatizacdo também apresenta algumas desvantagens como a adi¢cdo de mais etapas
no preparo da amostra, além do envolvimento de uma reagdo quimica que pode ndo ser
perfeitamente controlada, a geracdo de artefatos, os quais podem trazer erros significativos
(MOLDOVEANU; DAVID, 2018).

Figura 21-Cromatogramas de fons Totais (TIC) para o extrato PDB do fungo Preussia sp
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Fonte: autora

A Tabela 6 apresenta os metabdlitos identificados por derivatizacdo dos extratos
fangicos através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), onde
se encontram os valores de Ir (indice de retengdo) calculado e também da literatura, o tr (tempo
de retencdo da substancia) e porcentagem de similaridade descrita pelo software GC-solution.
Foram anotadas 18 substancias, como acidos organicos, alcoois, dicetopiperazinas, amidas. Os
cromatogramas de ions totais podem ser encontrados no Apéndice A.

Metabolitos como (7) acido benzenoacético, (11) tirosol e (17) acido 9-octadecenoico
ja foram relatados na literatura como sendo produzidos por fungos endofiticos isolados de
Zingiber officinale (ANISHA; RADHAKRISHNAN, 2017). Apenas os acidos (2) latico e (17)
9-octadecenoico foram anotados para ambos os extratos. Cepas de Preussia sp. BSL10, isoladas
como endofito de folhas de Boswellia sacra, produziram o (16) acido indolacético e giberelinas

sugerindo que esse fungo melhora o crescimento das plantas (AL-HOSNI et al., 2018; KHAN
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et al., 2016). A uracila, metabolito (10), e seus derivados além de ser componente do material
genético, ja foi isolada do enddfito Diaporthe sp. (BIASETTO, 2016).
As dicetopiperazinas (15) e (18) ja foram descritas na literatura para o endéfito

Aspergillus fumigatus e para o fungo Chromocleista sp., respectivamente. Essas substancias

sdo ciclodipeptideos contendo prolina do tipo (Pro-Xaa), sdo também amplamente distribuidas
em fungos (WANG et al., 2017).

Tabela 6-Metabdlitos anotados por GC-MS para Preussia sp. em diferentes meios de cultivo

No. tr IRcalc IRt Substancia Extrato Similaridade
(min) (%)
1 7,03 - Acido 2-metilbutanoico PDB 94
2 12,86 1048 1057 Acido latico PDB, milho 96
3 17,80 1174 1164 Acido isobutirico PDB 91
4 20,28 1227 1223 Alcool feniletilico PDB 95
5 21,25 1247 1242 Acido 2-hidrdxi-4-metilpentanoico PDB 93
6 21,36 1250 1250 Acido 2-hidrdxi-3-metilvalérico PDB 95
7 23,65 1298 1303 Acido benzenoacético PDB 97
8 24,72 1322 1318 Acido butanodioico PDB 96
9 25,30 1335 1328 Acido metilsuccinico PDB 96
10 25,90 1348 1346 Uracila PDB 91
11 35,72 1533 - Tirosol PDB 95
12 36,40 1595 1600 Acido fenil-latico PDB 97
13 37,91 1634 1637 Acido 4-hidréxibenzenoico PDB 96
14 38,41 1646 1648 Acido 4-hidréxibenzoacético PDB 94
15 48,66 2129 - Ciclo-Pro-Leu-dicetopiperazina PDB 88
16 50,10 2172 - Acido indolacético PDB 97
17 57,86 2420 - Acido 9-octadecenoico PDB, milho 90
18 62,226 2571 - Ciclo- Pro-Phe-dicetopiperazina PDB 90

Legenda: tr. tempo de retencdo da substancia; IRcac:indice de retencdo calculado; IRy indice de retencdo da

literatura; % da similaridade descrita pelo software GC-solution. Fonte: autora.

4.6 Andlises das Redes Moleculares-Molecular Networking (GNPS)

A partir da plataforma GNPS (Global Natural Products Molecular Networking,

disponivel em http://gnps.ucsd.edu) foi possivel gerar o molecular networking, usando uma
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abordagem de rede molecular, para obter informagGes quimicas de um ou varios extratos e
fragdes. Essa plataforma associa os espectros MS/MS com base em perfil de fragmentacédo de
massa similares baseada no conceito subjacente de que moléculas estruturalmente relacionadas
se fragmentardo de maneiras semelhantes para dar padrGes analogos (NAMAN et al., 2017;
WANG et al., 2016b). Assim, metabdlitos detectados nas andalises dos extratos por UPLC-Q-
TOF-MS/MS foram anotados, conforme a correspondéncia espectral de dados de MS/MS com
a plataforma GNPS ou com dados disponiveis na literatura. Também foi criada uma base de
dados in house com os dados espectrais disponiveis para o género dos fungos estudados. Os
dados analisados na plataforma GNPS para os extratos e fracGes de Preussia sp. geraram uma
rede molecular com 2394 nodos conectados, que foram agrupados em 1466 clusters.

A desreplicacédo dos extratos de Preussia sp. foi realizada pelo uso da plataforma GNPS,
utilizando dados espectrais obtidos por UPLC-Q-TOF-MS/MS. Relatamos a anotacao putativa
do cluster (Figura 22) de citocalasinas: citocalasina J (C2sH3z7NOay), citocalasina B (C29H37NOs)
e ascocalasina (C29H39NO.) no extrato de Czapek. A Tabela 7 fornece os ions anotados e suas
informacGes espectrais. O ion precursor [M + H]* em m/z 452 apresentou uma perda neutra de
18 Da, que forneceu o ion fragmento em m/z 434 [M - H,O + H]*, sugerindo que o metabdlito
é a citocalasina J. O ifon precursor [M + H]* em m/z 480 é um nodo vizinho do ion [M + H]*
em m/z 452 mostrou uma perda neutra de 18 Da, fornecendo o ion m/z 462, sugerindo que o
composto € a citocalasina B. O ion precursor [M + H]* em m/z 466 mostrou uma perda neutra
de 18 Da forneceu o ion fragmento em m/z 448 [M - H,O + H]", sugerindo que o metabdlito é

a ascocalasina.

Tabela 7-Metabdlitos identificados através da rede de interaces moleculares (GNPS) para extratos de
Preussia sp., analisados em modo positivo em diferentes meios de cultivo

No. tr Aduto Formula MS/MS Metabdlitos
(min) (Observado) Molecular
(m/z2)
1 9,70  452,2792 CosH37NO4 434 [M - H,0 + H]* citocalasina J
2 10,44  466,2997 CaoH3gNO4 448 [M - H,0 + H]* ascocalasina
3 11,2 480,3052 C29H37NOs 462 [M - H.0 + H]* citocalasina B

Fonte: autora
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Os extratos foram testados contra o protozoario Leishmania infantum. O cromatograma
do pico base (BPI) do extrato czapek para o endofito Preussia sp., obtidos por UPLC-ESI-Q-
TOF-MS no modo positivo, encontra-se ilustrado no Apéndice Al13. Os espectros de massas
MS/MS obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS em modo positivo para as citocalasinas anotadas
estdo ilustrados nos Apéndices A14 a Al8.

O extrato de Czapek (76%) apresentou um alto percentual de inibicdo comparavel ao
controle positivo miltefosina (98%). O estudo realizado por Valli e colaboradores (2022)
relatam a atividade antileishmania para citocalasinas A-D. As citocalasinas apresentam diversas
atividades bioldgicas, dentre as quais destacam-se a inibicdo do HIV-1, suas propriedades
antitumorais, antibidticas e antifingicas (HUANG et al., 2019).

Figura 22-Cluster de Citocalasinas anotadas no extrato de Czapek de Preussia sp.
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4.7 Ensaios Bioldgicos

4.7.1 Avaliagéo da atividade antiglicante

A glicacdo € uma sequéncia de reacdes ndo enzimaticas, que ocorre em meio biolégico.
A reacdo ocorre quando um acucar redutor reage com grupos nucleofilicos presentes em
proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, formando espécies reativas que sdo os produtos da
glicagdo avangada (FRAIGE et al., 2018; TORRES et al., 2018). A atividade antiglicante é
descrita como a capacidade que uma molécula possui de inibir a formacdo de produtos da
glicagdo avancada (AGEs). O acimulo de AGEs esté relacionado em complica¢des de algumas
doencas como a artrite, a diabetes, aos processos de envelhecimento, a degradacéo do colageno,
dentre outras (TORRES et al., 2018).

A quimica de produtos naturais tem investigado extratos de plantas e micro-organismos
a procura de moléculas que apresentem atividade antiglicante. Diversos trabalhos relatam que
compostos fendlicos, terpenoides e flavonoides apresentam a capacidade de inibir a formagéo
de AGEs (FRAIGE et al., 2018; TORRES et al., 2018).

Os extratos de Preussia sp. e Phyllosticta sp. foram avaliados quanto a capacidade de
inibir a formacéo de AGEs. Os extratos do endofito Phyllosticta sp. apresentaram um percentual
de glicagdo variando de 44,6 - 59,3%, para o endodfito Preussia sp., 29,4 - 56,6%. A
aminoguanidina (AG) foi utilizada como controle positivo, com porcentagem de inibicdo de
92,9%. Todos os extratos que apresentaram valores a partir de 40% de inibi¢cdo, mostram
potencial atividade antiglicante (FRAIGE et al., 2018). Para o fungo Phyllosticta sp. (Figura
23), todos os extratos e fracdes apresentaram potencial atividade antiglicante, sendo que a
fracdo MIACN demonstrou maior potencial antiglicante com valor de 59,3%. Para o fungo
Preussia sp. (Figura 24), o extrato de Czapek apresentou maior percentual de inibicdo da

glicacdo, com valor de 56,6%.



69

Figura 23-Percentual de inibicdo dos extratos de Phyllosticta sp. na formacgéo de produtos finais da
glicacdo (AGEs).
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Controle positivo: aminoguanidina (AG), 92,9% de inibicdo. Fonte: autora.

Figura 24-Porcentagem de inibi¢do dos extratos de Preussia sp. na formacdo de produtos finais da
glicacdo (AGEs)
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Controle positivo: aminoguanidina (AG), 92,9% de inibicdo. Fonte: autora.
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4.7.2 Avaliacéo in vitro da atividade antitrypanosomat

A busca por novos candidatos a farmacos para o tratamento da doenca de Chagas,
doenca tropical negligenciada, ainda se faz necessaria visto que, essa doenca afeta
aproximadamente 8 milhdes de pessoas e 0s tratamentos quimioterapicos disponiveis
comercialmente causam reagdes adversas (DE SOUZA et al., 2020). Um estudo realizado por
Valli e colaboradores (2022) com citocalasinas A-D produzidas por fungos endofiticos,
isolados de plantas da biodiversidade brasileira, apresentaram valores de 1Csode 3 a 20 uM. A
Tabela 8 apresenta os percentuais de inibicao dos extratos e fragdes na triagem frente o parasita
Trypanosoma cruzi Tulahuen LacZ (amastigota). As fracdes 4, 6 e 7 (produzidas a partir do
extrato PDB) e 0 extrato de czapek apresentam capacidade de inibicdo de Trypanosoma cruzi.

Tabela 8-Percentual de inibigdo na triagem frente a Trypanosoma cruzi

Amostras (%) de inibicdo de T.
cruzi
F1- fragéo 1 n/a
F2- fracdo 2 n/a
F3- fracdo 3 n/a
F4- fracdo 4 44,3
F5- fracdo 5 n/a
F6- fracdo 6 36,2
F7- fracdo 7 39,1
Ext. czPhe 34,8
Ext. czapek 19,6
Benznidazole 2.1 uM

Legenda: n/a: ndo apresenta atividade. Concentragdo de extratos e fracbes 20 pg/mL. Droga de ref:
Benznidazole (2.1 uM). Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC-IFSC-USP).

4.7.3 Avaliac&o in vitro da atividade antileishmania®

As doencas tropicais negligenciadas, como a leishmaniose, a doenca de Chagas, dentre
outras, afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo (FERREIRA; DE MORAES;
ANDRICOPULDO, 2022). Assim, faz se necessario a investigacao dos produtos naturais a fim

de identificar novos agentes terapéuticos para o tratamento dessas enfermidades (VALLI et al.,
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2022). Por esse motivo, os extratos dos fungos Phylloscticta sp. e Preussia sp. foram utilizados
para realizar uma triagem frente ao protozodrio Leishmania infantum ITMAP263.

A Figura 25 apresenta a porcentagem de inibi¢do dos extratos e fragdes do enddfito
Phylloscticta sp. frente a L. infantum. A triagem dos extratos e fragBes desse endofito
apresentaram percentual de inibicdo superior a 70% comparado ao padrdo Miltefosina
(95,29%), sugerindo atividade leishamanicida. Com a fragdo XAD-F3, obtida a partir da fracdo
aquosa do extrato metandlico de Phyllosticta sp. (ver item 3.4.4) foi realizado um novo
fracionamento, que resultou no isolamento de duas substéncias, chamadas de XADF3-1 e
XADF3-3. Os valores para atividade antileishmania de substancias isoladas e citotoxicidade
para (THP-1) estdo apresentados na Tabela 9. As substancias XADF3-1 e XADF3-3 obtiveram
valores de 1Cso de 8,51 e 5,31 uM, respectivamente.

Figura 25-Porcentagem de inibicdo dos extratos e fracBes do enddfito Phylloscticta sp. frente a
Leishmania infantum ITMAP263
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Fonte: Laborat6rio de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC-IFSC-USP).
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O extrato bruto de Preussia sp. e as fracdes da coluna PDB foram testados contra o
protozoario Leishmania infantum, conforme o grafico ilustrado na Figura 26, sendo que 0s
extratos de Preussia sp. de Czapek (76%) e fragdes F5 (60%), F6 (91%) e F7 (70%) do extrato
PDB apresentaram alta porcentagem de inibi¢cdo comparaveis ao controle positivo miltefosina
(98%). As fragdes (F5 e F6) que apresentaram atividade frente ao protozoario foram submetidas
a um novo fracionamento e as substancias isoladas F5-G1 e F5-18 foram investigadas quanto a
atividade antileishmania (Tabela 9), mostrando valores de ICso de 49,21 e 42,83 uM,
respectivamente. A toxicidade foi verificada para células de macr6fagos humanos (THP-1),
apresentada na Tabela 9.

Figura 26-Porcentagem de inibicdo dos extratos e fragdes do endofito Preussia sp. frente a Leishmania
infantum ITMAP263
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Concentracdo de extratos e fracfes 20 pg/mL e padrdo: Miltefosina (6 pg/mL)
Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC-IFSC-USP).
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Tabela 9-Atividade antileishmania de substancias isoladas e citotoxicidade para (THP-1)

Amostras L. infantum THP-1
1Cs0 (M) 1Cs0 (uM)

F5-G1 49,21 + 1,65 >64
F5-18 42,83 £ 0,36 >64

XADF3-1 8,51 +1,83 >64

XADF3-3 5,31+1,05 >64
MTF 0,77 £0,29 -
DOXO - 0,24 +0,03

Legenda: Concentracdo testadas: 0,12 - 64 uM; THP-1 (macréfagos humanos). Droga de ref: Doxorubicina
(DOXO) e Miltefosina (MTF). Fonte: Laboratorio de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC-IFSC).
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4.8 ldentificacdo estrutural das substéncias produzidas pelos endofitos Preussia sp. e

Phyllostica sp.

Apos as analises qualitativa dos extratos (Figura 27) e verificando as fragdes (Figura
28) que obtiveram maior atividade nos resultados dos ensaios bioldgicos foi realizado o
fracionamento do extrato PDB de Preussia sp. As substancias que obtiveram massa suficiente

ou apresentavam maior pureza foram submetidas a identificagdo estrutural.

Figura 27-Cromatogramas do extrato bruto de PDB de Preussia sp., A= 254 nm
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Fonte: autora.

Figura 28-Cromatogramas da fracdo 5 (70% H20:MeOH) da coluna do ext. PDB de Preussia sp. a A=
254 nm
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Fonte: autora.
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4.8.1 Identificacdo estrutural da substéncia produzida pelo endofito Preussia sp.

A partir da fracdo 5 do extrato PDB (Figura 28) foi isolada a substancia 1. No espectro
de RMN de 'H da substancia 1 (Figura 30) foram observados sinais da regi&o de hidrogénios
aromaticos em 61 8,06 (s, 1H) atribuido ao H-2. Um dupleto foi observado em én 7,37 para 0s
H-2> ¢ H-6’ que acoplam em orto (J = 8,4Hz) com os H-3’ ¢ H-5’, apresentando um
deslocamento de 6+ 6,85 (d, J = 8,5Hz). Outro dupleto foi observado em 6n 6,23 (J = 2,1Hz)
atribuido ao H-6 e um dupleto em 6n 6,35 (J = 2,1Hz). A partir dessas informacdes associadas
as correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY (Figura 31) foi possivel identificar a
substancia como uma isoflavona genisteina (4°,5,7-tri-hidroxi-isoflavona). As isoflavonas,
representadas por compostos como a genisteina (Figura 29), constituem um grupo de
substancias naturalmente presentes na familia Fabaceae, encontrando-se amplamente

distribuidas em fontes vegetais, principalmente na soja. (JUNG et al., 2020).

Figura 29-Estrutura da substancia 1 (Genisteina).

8

HO O 2

Os dados espectrais (Tabela 10), foram comparados com os dados fornecidos pela
literatura (JUNG et al., 2020; SORDON et al., 2017). A partir dos dados obtidos ESI-MS
(Figura 32), modo positivo, evidenciou a molécula protonada [M+H]* com m/z 271,06086, cal.
271,0601, erro = 1,8 ppm e que associado aos dados de RMN permitiu propor a férmula
molecular de C1sH100s.

Sordon e colaboradores (2017) investigaram a biotransformacéo realizada por fungos
filamentosos com genisteina, daidzeina e biochanina que converteram essas biomoléculas em

seus derivados glicosilados, respectivamente.



Tabela 10-Dados de RMN de *H, (CDs;OD, 600 MHz), § em ppm e J em Hz.

Posicao 6H Literatura

2 8,06 s 8,32s

3 - -

4 - -

5 - -

6 6,23, d,J=21Hz 6,26, d, J =2,1Hz
7 ) -

8 6,35, d,J=21Hz 6,42,d,J=2,1Hz
9 - -

10 - -

1° - -

2e6® 7,37,d,J=28,4Hz 7,37d,J=8,4Hz
eS 6,85, d, J = 8,5Hz 6,82d,J=8,4Hz
4° - -

Dados comparados com a literatura, experimento realizado em DMSO-ds (SORDON et al., 2017).

Fonte: autora.

Figura 30-Espectro de RMN de *H da substancia 1(CD3;0OD, 600 MHz)
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Figura 31-Mapa de contorno de COSY da substancia 1(CDs;0D, 600 MHz)
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Figura 32-Espectro de massas para a substancia 1

Maria_F5-18_POS 1309 (6.755) Cm (1301:1314)

100+ .0606

%

272.0649

I |

1: TOF MS ES+

7.60e6

300 320 340 360 380 400 420

Y e AR Sy e Ao A A LA e T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 440 460 480 500

Fonte: autora

T miz

7



78

4.8.2 Identificacdo estrutural das substancias produzidas pelo endéfito Phyllosticta sp.

A inspecdo dos ions detectados no extrato metanolico e na fragdo XADF3 (Figura 18,
item 4.3) revelou a presenca de duas bandas cromatogréaficas com valores de tempos de retencdo
baixos, tR=1,76 e tR=1,77, e com massas moleculares superiores a 700 Da, m/z 771,2512 e
801,2645, respectivamente. Essas substancias ndo apresentaram registros nas bases de dados
construida para o fungo Phillosticta sp., sugerindo a possibilidade de serem substancias novas
para o género. A analise dos espectros de massas MS/MS do ion precursor [M+H]" em m/z 771
revelou uma perda de 18 Da, resultando no ion produto em m/z 753, atribuida a perda de uma
molécula de agua. A fragmentacdo do ion precursor em m/z 771 produziu sinais em m/z 370,
398, 455, 542 e 599. O ion [M+H]" foi detectado em m/z 801, e sua fragmentac&o resultou em
sinais em m/z 370, 398, 455, 542 e 629. Os ions precursores em m/z 771 e 801 mostraram uma
perda neutra de 172 Da, que resultou na formacgéo dos fragmentos em m/z 599 [M+H-172]" e
m/z 629 [M+H-172]", respectivamente. A fragmentacdo desses compostos ocorre via clivagem
peptidica, apresentando a perda caracteristica de 172 Da, correspondendo a unidade L-AHO
(N’-acetil-N°-hidroxi-L-ornitina) (ESSEN et al., 2006; JENNER et al., 2023). fon em m/z 599
produziu o ion em m/z 542, correspondendo a uma perda de 57 Da (unidade de glicina). A
fragmentacéo a partir do ion em m/z 542 evidenciou a clivagem da ligacdo amidica, resultando
em uma perda neutra de 87 Da correspondente a unidade de serina (Figura 34) que resultou na
formacdo do fragmento em m/z 455 [gli-orn-orn-Fe], identificado nos espectros de MS/MS de
ambos os sideré6foros. O fragmento em m/z 398 [orn-orn-Fe]* apresentou uma perda de 18 Da,
resultando no fon em m/z 370 (ESSEN et al., 2006). O estudo realizado por Essén e
colaboradores (2006) sugeriu a perda neutra de 172 Da e o fragmento em m/z 398 como
fragmentos usados para verificar a presenca do esqueleto ferricromo (ESSEN et al., 2006).

Com base no padrdo de fragmentacdo apresentado, que esta em consonancia com 0s
dados reportados na literatura, € possivel sugerir a presenca dos sideroforos ferricrocina,
observado em m/z 771 (Figura 33 A), e ferricrisina, identificado em m/z 801 (Figura 33 B).
Além disso, os espectros ESI-HRMS no modo positivo para essas substancias mostraram 0s
fons [M+H]* em m/z 771,2512 e 801,2645, sugerindo as férmulas moleculares CosHasFeNgO13
(calc. para CogHasFeNoO1s, 771,2486; erro de 3,34 ppm) e CaxoHa7FeNeO1s4 (calc. para
CaoHa7FeNgO14, 801,2591; erro de 6,63 ppm), respectivamente, que sdo consistentes com as
estruturas propostas.

Essas substancias sdo classificadas como ferricromos, que sao sideréforos produzidos

por fungos. Os siderdforos constituem uma classe de compostos que tém sido isolados em
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diversos géneros de fungos, como Neurospora, Rhodotorula, Rhizopus, Penicillum, Aspergillus
e Fusarium (HIDER; KONG, et al., 2010). As enzimas ferricromos NRPSs sdo amplamente
encontrados na maioria dos ascomicetos, sendo responsaveis por fornecer o maquinario
biossintético necessario para a producdo de sider6foros. A diversidade estrutural dos
ferricromos é resultado das variacGes na sequéncia e organizacdo dos dominios NRPS, que
influenciam diretamente a sintese dos compostos ferricrocina e ferricrisina (JENNER, et al.,
2023). Esses siderdforos (ferricrocina e ferricrisina) sdo relatados pela primeira vez para o

género Phylloscticta.

Figura 33-Espectros de massas para as substancias XADF3-1(A) e XADF-3 (B)
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O esqueleto estrutural dos ferricromos (Figura 33) é caracterizado como um
hexapeptideo, com a excecdo do tetraglicilferricromo, que apresenta uma estrutura de
heptapeptideo. Esses sider6foros desempenham um papel crucial no transporte e na aquisicao
de ions ferro, o que é de grande importancia para inimeras atividades bioldgicas e processos
quimicos associados aos micro-organismos (BENITE, et al., 2002; HIDER; KONG, et al.,
2010). A extracdo dos siderdforos foi realizada utilizando uma mistura de resinas de amberlite
do tipo XAD4 e XAD16. Essas resinas tém a capacidade de seletivamente capturar e concentrar
os sideroforos presentes nas amostras em estudo, possibilitando sua posterior identificacdo e
analise (PLUHACEK, et al., 2016; JENNER, et al., 2023).
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Figura 34-Espectros de massas MS/MS para as substancias Ferricrocina (A) e Ferricrisina (B)
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Fonte: autora

A ferricrocina esta associada ao armazenamento e transporte intracelular de ferro
realizado pelos fungos. Para o fungo Aspergillus nidulans, a ferricrocina também esta
relacionada com o controle da germinacdo e desenvolvimento sexual HIDER; KONG, et al.,
2010). Para os sideroforos produzidos por fungos tem se atribuido propriedades como
moléculas sinalizadoras, reguladoras do estresse oxidativo e propriedades antibacterianas
(KALANSURIYA, et al., 2017). De acordo com Benite e colaboradores (2002), os sideroforos
demonstraram um potencial de aplicacdo como agentes farmacologicos e agroquimicos,
particularmente no contexto da incorporacdo ou sequestro de ions metalicos. Os sideroforos
ferricrocina e ferricrisina apresentaram atividade antileishmania, obtendo valores de ICso de
8,51 e 5,31 uM, respectivamente. Assim, 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.

4.9 Estudo compostos organicos volateis (COVs)

Para investigar o perfil de COVs dos endofitos foram realizadas anélises de Headspace

GC-MS de fungos e do co-cultivo visto que, existem poucos dados na literatura sobre volateis

fangicos.
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4.9.1 Triagem das variaveis

A avaliacdo das variaveis empregadas no estudo dos COVs produzidos por Phyllosticta
sp. e Preussia sp. foi otimizada por meio de planejamento fatorial completo 22 com ponto
central (triplicata no ponto central), que resultou em 11 experimentos realizados para cada
fungo estudado, representado pelos graficos de Pareto (Figura 35). A etapa de triagem permitiu
identificar o tempo de extracdo (fator A) e a temperatura de dessorcéo (fator B) como as
variaveis mais significativas (p<0,05) que influenciaram na distribui¢do do nimero de sinais
cromatograficos por experimento. O fator C (tempo de dessor¢do) ndo apresentou valor
significativo. A interacdo entre os fatores avaliados também ndo apresentou significancia

estatistica.

Figura 35-Graficos de Pareto obtidos a partir do estudo das varidveis avaliadas durante o planejamento
fatorial. A (tempo de extracdo), B (temperatura de dessorcéo) e C (tempo de dessorcao)

(1-Experimentos com Phyllosticta sp) (2-Experimentos com Preussia sp)
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Fonte: autora.

Conforme o Gréfico de Pareto 1 (experimento realizado com o fungo Phyllosticta sp),
o tempo de extracdo (A) e a temperatura de dessor¢do (B) foram as variaveis que apresentaram
valor significativo, enquanto que o Grafico de Pareto 2 (experimento realizado com o fungo
Preussia sp) identificou apenas o tempo de extracdo como variavel estatisticamente
significativa. Uma revisdo da literatura indica que o tempo de extracdo e a temperatura sao as
variaveis que mais afetam as condicdes de extracdo, alterando a cinética de transferéncia de
massa de COVs entre as diferentes fases do sistema (BENEVIDES et al., 2014; PROSEN;
ZUPANCIC-KRALJ, 1999). Ap6s otimizar as condicbes de extracdo de COVs (tempo de
extracdo: 60 min, tempo de dessor¢do: 6 min e temperatura de dessorgdo: 250 °C), os

experimentos foram realizados com as culturas axénicas dos fungos e com co-cultivo.
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4.9.2 Identificacdo dos compostos organicos volateis de Phyllosticta sp. e Preussia sp.

Os dados adquiridos de analises HS-SPME-GC-MS do perfil metabolico de COVs
foram avaliados e interpretados usando abordagens quimiométrica e computacional.
Ferramentas de rede molecular disponiveis na plataforma GNPS foram aplicadas para processar
e analisar os espectros de massas adquiridos (AKSENQV et al., 2021; FRANCISCO et al.,
2020). Esses compostos volateis foram anotados usando a ferramenta de rede molecular
(GNPS). Em seguida, foi calculado o indice de retencdo para os COVs a partir da equacdo de
Van den Dool e Kratz, utilizando os valores de tempo de retencdo dos padrdes de
hidrocarbonetos (C9-C40) adquiridos nas mesmas condi¢des cromatograficas. Além disso, 0s
espectros de massas que ndo foram anotados pela plataforma GNPS foram pesquisados em
bancos de dados publicos de produtos naturais (NIST; mVVOC 3.0 database) e comparados com
os dados existentes da literatura para volateis fungicos (AKSENOV et al., 2020; LEMFACK
et al., 2018; WANG et al., 2016a).

Os dados analisados da plataforma GNPS para os COVs formaram uma rede molecular
(Figura 36) com 108 nodos, conectados por 251 arestas. A busca da biblioteca MS realizada no
GNPS resultou em 4,67% de anotagdes com correspondéncia de dados MS (Tabela 11),
(AKSENOV et al., 2020). Essas correspondéncias de anotacGes foram avaliadas manualmente
e comparadas com a literatura, resultando em anotacfes de nivel 3 com base nos critérios
estabelecidos pelo MSI (Metabolomics Standard Initiative) (PILON et al., 2020; SUMNER et
al., 2007).

Essas abordagens revelaram familias moleculares estruturalmente relacionadas em
culturas axénicas e co-cultivo, possibilitando a visualizacdo da distribuicdo dos diferentes
compostos no perfil de volateis dos fungos aqui estudados. As redes moleculares evidenciaram
o perfil metabolico dos fungos é composto por varios compostos organicos, incluindo alcoois
(26%), hidrocarbonetos alifaticos (26%), ésteres (21,8%), cetonas (17,5%) e outros (8,7%). As
anotacdes dos COVs detectados durante os cultivos axénicos de Phyllosticta sp., Preussia sp.

e durante co-cultivo estdo representadas na Tabela 11.



83

Figura 36-Mapa das redes moleculares geradas pelo GNPS para os COVs emitidos pelas culturas
axénicas e durante o co-cultivo. Na rede molecular, o tamanho do nodo é proporcional a abundancia
relativa de ions.
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Fonte: autora.

A Figura 37 apresenta um diagrama de Venn, que ilustra as semelhancas e diferencas
para 0s COVs emitidos durante os cultivos axénicos e durante o co-cultivo para os 23
metabolitos anotados. Desses COVs anotados, sete metabolitos estdo presentes em todas as
culturas: (1) 3-metilbutan-1-ol; (6) 2,5-dimetil-heptano; (8) 5-metil-5-propilnonano; (10) 3,5-
dimetil-octano; (11) 3-etil-2,5-dimetilpirazina; (16) 2-fenil-etanol; (19) hexadecanol. Alguns

COVs foram especificos para o fungo Phyllosticta sp como o (2) butanoato de etila, a (4)
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heptan-2-ona e o (5) 3-metil-but-2-enoato de etila, enquanto que os COVs especificos para o
fungo Preussia sp foram (17) 2-fenil-acetonitrila, (20) undecan-2-ona e (21) undecan-2-ol.

Figura 37-Diagrama de Venn mostrando os metabdlitos anotados por GC-MS de cultura axénica ou co-
cultivo de Phyllosticta sp e Preussia sp. Os nimeros indicam os metabdlitos descritos na Tabela 11
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(20)

Fonte: autora.

O COV anotado como (9) 2-etil-hexanoato de metila (tr = 15,7 min, valor de cosseno
0,94) foi identificado como o metabdlito mais abundante emitido pelo fungo Phyllosticta sp.
(F3) no cultivo axénico e também durante co-cultivo com o fungo Preussia sp. (F4). Nodulos
para os metabdlitos (20) undecan-2-ona (tr: 23,1 min, valor de cosseno: 0,86) e (21) undecan-
2-0l (tr: 23,3 min, valor de cosseno: 0,92) foram observados apenas em COVs produzidos por

Preussia sp. e durante o co-cultivo (cc).
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Tabela 11-COVs anotados em culturas axénicas e durante o co-cultivo de Phyllosticta sp e Preussia sp.

No. ~ Compostos tr 3lRe F3 F3 F3 F3 ¢ ¢ c c F4 F4 F4 F4
(min)
claro escuro claro escuro claro escuro
10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20
1 3-metilbutan-1-ol 5.52 + + + + + + + + + + T T
2 butanoato de etila 7.61 804 + +
3 heptan-4-ona 9.98 874 + + + + ¥
4 heptan-2-ona 10.61 893 + + + +
5 3-metil-but-2-enoato de etila 11.75 927 + +
6 2,5-dimetil-heptano 13.89 991 + + + + + + + + + + + +
7 2-pentil-furano 14.00 994 + + +
8 5-metil-5-propil-nonano 15.35 1035 + + + + + + + +
9 2-etil-hexanoato de metila 15.69 1046 + + + + + + + +
10 3,5-dimetil-octano 16.28 1064 + + o+ o+ o+ +
11 3-etil-2,5-dimetil-pirazina 16.87 1083  + + + + + + + + +
12 acetato de hex-4-enila 16.96 1085  + + + + + + +
13 nonan-2-ona 17.25 1095  + + + + + + + +
14 nonan-2-ol 17.50 1103 + + + + + + + +
15 2-etil-hexanoato de etila 17.79 1112 + + + + + + + +
16 2-fenil-etanol 17.95 1117 + + + + + + + + + + + +
17 2-fenil-acetonitrila 18.73 1143 + + + +
18 tridec-1-eno 22.58 1276 + + + + + + + +
19 2-hexil-decan-1-ol ou hexadecanol 22.98 1289 + + + + + + + + + + + +
20 undecan-2-ona 23.189 1297 I ¥ + +
21 undecan-2-ol 23.347 1303 + + + +
22 1,3,5-tricloro-2-metoxi-benzeno 24255 1337 + + + + + + + +
23 hexadecanoato de etila 39.118 1897  + + + + + + + +

2_RIe: indice de retengéo calculado. F3: Phyllosticta sp.; F4: Preussia sp.; cc: co-culture; tr: tempo de retencao.

Fonte: autora.

Ap0s a analise qualitativa dos COVs, métodos estatisticos foram aplicados para avaliar
a semelhancas ou diferencas no perfil metabdlico de volateis das culturas axénicas ou co-cultivo
de Phyllosticta sp e Preussia sp. Posteriormente a aquisicdo dos dados, que foram pré-
processados utilizando o software MZmine, e organizados em uma matriz de dados. O grafico
de Analise de Componentes Principais (PCA) (Figura 38) proporciona uma visdo geral dos
perfis quimicos, agrupando as amostras com base em seus perfis de COVs. Atraves da
representacdo no grafico de PCA, observou-se que ndo houve uma separacdo clara entre 0s
COVs emitidos por F3 (Phyllosticta sp.) na cultura axénica e durante o co-cultivo, o que indica

a presenca de semelhancas entre os COVs produzidos por esses dois grupos.
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Figura 38-Gréfico da Anélise de Componentes Principais (PCA)
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Legenda: (F3: Phyllosticta sp.; F4: Preussia sp.) and cc: co-cultura.

Fonte: autora.

A analise de dados discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi
realizada utilizando a plataforma MetaboAnalyst para avaliar as diferencas ou semelhancas
entre as amostras, permitindo obter informag6es complementares sobre a variagdo quimica por
duas origens taxondmicas diferentes (BELINATO et al., 2019).

O método PLS-DA é um método classificatério que tem sido aplicado para
discriminacdo e identificacdo de compostos na categorizacdo de micro-organismos
(BELINATO et al., 2019). Esse método fornece vérias estatisticas como por exemplo, VIP
score (Variable Importance in the Projection), utilizado para identificar as variaveis mais
importantes dentro dos diferentes grupos amostrais (CHONG; WISHART; XIA, 2019). Alguns

pardmetros sdo utilizados para avaliar o modelo PLS-DA como o pardmetro R?, usado para
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verificar a adequacéo do modelo ao conjunto de dados da amostra e o pardmetro Q?, usado para
avaliar a capacidade de previsdao do modelo (PILON et al., 2020).

O modelo PLS-DA gerado a partir do conjunto de dados dos COVs, foi validado,
apresentando valor Q? (Q? = 0,73) e valor R? (R? = 0,94), com (p < 0,05). Conforme ilustra a
Figura 38 (A), o gréafico de escores PC1 versus PC2 descrevendo 13% e 9,2% de variagdo no
perfil quimico. Nesse gréfico de pontuacdo, foi possivel observar agrupamentos distintos das
amostras, indicando diferencas significativas no perfil de COVs produzidos pelos grupos de co-
cultivo (cc), Phyllosticta sp. (F3) e Preussia sp. (F4). Esses resultados evidenciam que os trés
grupos de cultivo possuem caracteristicas metabolicas distintas em relacdo a liberacdo de
compostos volateis. A analise PLS-DA revela-se uma ferramenta valiosa para a discriminagao
dos padrdes de COVs entre as diferentes culturas, contribuindo para uma melhor compreenséo
das interagdes e respostas metabolicas desses fungos quando cultivados em conjunto ou de
forma isolada.

O grafico ilustrado na Figura 39 (A), mostra a diferenca no perfil de COVs emitidos
por culturas axénicas e co-cultivo de fungos, com base na variavel tempo de cultura (10 ou 20
dias). Os metabdlitos volateis mais significativos selecionados através do modelo PLS-DA com
(VIP>1) estdo ilustrados Figura 39 (B). De acordo com esse grafico, os COVs de (37) 2-etil-
hexanoato de etila, (3) 3-metil-but-2-enoato de etila, (32) nonan-2-ona, (75) undecan-2-ona séo
0s metabdlitos que contribuiram de forma significativa para a formacdo de grupos,
apresentando valores de escores VIP > 2.

Na Figura 39 sdo apresentados os COVs 2-etil-hexanoato de etila (Feature 37), 3-metil-
but-2-enoato de etila (Feature 3), nona-2-ona (Feature 32) e undecan-2-ona (Feature 75), que
foram significativamente diferentes entre o0s grupos. Esses metabolitos caracteristicos
indicaram a diferenca entre as culturas axénicas e o co-cultivo. Na Figura 40 sdo mostrados
esses COVs através de graficos boxplots. A nonan-2-ona, foi produzida pelo fungo Phyllosticta
sp na cultura axénica e durante o co-cultivo, enquanto a undecan-2-ona, foi produzida apenas
pelo fungo Preussia sp. em cultura axénica. Estudos apontam que essas cetonas produzidas por
cepas de Serratia estdo envolvidas na inibicdo do crescimento fungico (SCHULZ;
DICKSCHAT, 2007).



88
Figura 39-Andlise multivariada dos dados de GC-MS. (A) Gréfico de pontuagdo da analise

discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e (B) Gréafico de VIP escores
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Legenda: F3: Phyllosticta sp.; F4: Preussia sp. e cc: co-cultivo. Os principais COVs conforme a analise de
pontuacdo VIP: (37) 2-etil-hexanoato de etila; (3) 3-metil-but-2-enoato de etila; (32) nonan-2-ona; (75)
undecan-2-ona. Fonte: propria autora.

O perfil quimico dos COVs depende de como esses compostos sdo coletados, tipo de
substrato, umidade, temperatura, tempo de crescimento do fungo e interacdo com outros
organismos (INAMDAR; MORATH; BENNETT, 2020). Assim, este trabalho fornece uma das
primeiras investigaces sobre como os fatores tempo e luminosidade influenciaram na emisséo
de COVs em culturas axénicas e durante o co-cultivo de fungos endofiticos (Phyllosticta sp. e
Preussia sp.). A andlise multivariada permitiu verificar a variacdo na producdo de COVs
influenciada pelo tempo de cultivo. Além disso, analisando o perfil de COVs das amostras,

observamos semelhancas entre o perfil da co-cultivo e o perfil do endo6fito Phyllosticta sp.



89

Figura 40-Gréfico do tipo boxplot (diagrama de caixa) referente aos COVs discriminantes analisados,
utilizando o conjunto de dados de GC-MS
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Os volateis fungicos sdo produtos do metabolismo primario e secundario. A Tabela 11
apresenta 0s metabdlitos volateis anotados nas culturas axénicas e co-cultivo. Esses metabolitos
apresentam varias fungdes organicas como alcoois, benzendides, aldeidos, alcenos, &cidos,
ésteres, cetonas, dentre outras (POVEDA, 2021). O COV 3-metilbutan-1-ol é o produto final
da degradacdo da leucina. Esse metabdlito é produzido por alguns fungos filamentosos como
por exemplo, Fusarium oxysporum apresentando atividade antifingica contra V. dahliae e V.
longisporum. O &lcool 2-fenil-etanol é produto do catabolismo da fenilalanina; exibe atividade
fungicida contra Pythium sp. e Phytophthora sp. (EBERT; HALBFELD; BLANK, 2016;
POVEDA, 2021). Um estudo realizado por Camarena-Pozos e colaboradores (2021) relata que
(1) 3-metilbutan-1-ol e (16) alcool 2-fenil-etanol estimulam o crescimento das plantas. Esses
alcoois sdo produzidos por bactérias e fungos (POVEDA, 2021), foram emitidos por todos
culturas axénicas (Phyllosticta sp. e Preussia sp.) e durante o co-cultivo dos fungos. O COV 2-
fenil-etanol ja foi detectado em culturas de Hypoxylon anthochroum, isolado como endofito da
arvore Bursera lancifolia. Esse composto volatil apresentou atividade como inibidor da
germinacdo de sementes em ervas daninhas e atividade antifungica moderada contra fungos
fitopatogénicos, sugerindo que o enddfito pode colaborar para adaptacdo da planta em seu
habitat (DICKSCHAT, 2017).

Alguns COVs como (2) butanoato de etila, (5) 3-metil-but-2-enoato de etila, (9) 2-etil-
hexanoato de metila, (15) 2-etil-hexanoato de etila e (23) hexadecanoato de etila foram
produzidos exclusivamente por Phyllosticta sp. O papel fisiologico dos ésteres ainda nédo foi
elucidado. Uma das hipoteses € que a formacgdo de ésteres serve para reciclar acetil CoA,
enquanto a outra hipotese seria que a producdo de ésteres volateis tem a vantagem de evitar o
acumulo de &cidos toxicos para o crescimento do micro-organismo (EBERT; HALBFELD;
BLANK, 2016). O COV 3-metil-but-2-enoato de etila ja foi identificado na cepa de Penicillium
chrysogenum (MATYSIK; HERBARTH; MUELLER, 2008), enquanto 2-etil-hexanoato de
metila foi identificado nas culturas dos fungos Alternaria alternata e Lasiodiplodia theobromae
(TERRA et al., 2020). O COV 2-etil-hexanoato de metila foi anotado como o composto
majoritario do co-cultivo, produzido pelo fungo Phyllosticta sp. Este COV ja foi relatado na
literatura como um metabolito produzido por fungos associados a agaves e cactos
(CAMARENA-POZOS et al., 2021). Finalmente, hexadecanoato de etila ou palmitato de etila,
éster de cadeia longa, relatado na literatura em cepas de Aspergillus ochraceus (DICKSCHAT,
2017).



91

Os COVs (17) 2-fenil-acetonitrila, (20) undecan-2-ona e (21) undecan-2-ol foram
anotados nas culturas de Preussia sp. O volatil 2-fenil-acetonitrila foi reportado por Kickuchi
e colaboraboradores (1983) em cultura de Botrytis cinerea. Undecan-2-ona foi observada em
estagios iniciais de cresimento em cultura dos fungos A. fumigatus, F. solani e P. paneum
(TAKEUCHI et al., 2012), apresentando atividade atinfingica contra Phoma herbarum
(POVEDA, 2021). O COV undecan-2-ol foi relatado em cepas de Stigmatella aurantiaca
(DICKSCHAT et al., 2005).

A pesquisa sobre COVs produzidos por micro-organismos tem crescido nos ultimos
anos, mas apenas comecou-se a entender os papéis fisiologicos, que volateis desempenham nas
culturas microbianas (DICKSCHAT, 2017). Assim, este trabalho contribui para o
conhecimento dos COVs produzidos por fungos endofiticos, visto que o conhecimento das

interagdes que esses metabdlitos causam no seu habitat ainda néo esta elucidado.
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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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APENDICE

Figura Al - Cromatogramas de fons Totais (TIC) ext PDB do fungo Preussia sp.
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Figura A2 - Cromatogramas de fons Totais (TIC) ext PDB do fungo Preussia sp.
(cromatograma, cor de rosa e branco do meio de cultivo, cor preta)
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Figura A3 - Cromatogramas de fons Totais (TIC) ext obtido a partir do cultivo em milho do
fungo Preussia sp.

MC (@ 0o

1.

10

) & ‘ A
H,.H.J,H.._..w..‘..H..‘\_..‘e.".k\‘l.‘ _J.JMJ‘ “‘ S ‘J
100 150 200 250 00 0 40D 450 500 550 &0 6D 700

Figura A4 - Cromatogramas de fons Totais (TIC) ext obtido a partir do cultivo em milho do
fungo Preussia sp. (cromatograma, cor de rosa e branco do meio de cultivo, cor preta)
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Figura Ada - Cromatogramas de lons Totais (TIC) ext obtido a partir do cultivo em milho do
fungo Preussia sp. (cor de rosa ext MEOH do fungo, azul: branco da reacéo; preto: branco do meio de
cultivo, cor preta)
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Figura A5 — Cromatograma referente aos extratos brutos de Preussia sp. gradiente de 5 a 100%.

Cromatogramas dos extratos brutos obtidos em Milho, PDB e Czapek (A= 254 nm) do
enddfito Preussia sp.
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Figura A6 Cromatograma referente a F1 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.

AU
254nm,4nm (1.00)

15004
12504

1000+

500 | |

2501 ‘ “




104

Figura A7 Cromatograma referente a F2 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.
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Figura A8 Cromatograma referente a F3 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.
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Figura A9 Cromatograma referente a F4 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.
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Figura A10 Cromatograma referente a F5 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.
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Figura A1l Cromatograma referente a F6 da coluna realizada com ext PDB de Preussia sp.
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Figura A13 — Cromatogramas do pico base (BPI) do extrato czapek e do branco do endéfito Preussia
sp., obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS no modo positivo
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Figura Al4- Espectros de massas MS da substancia citocalasina J
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Figura A15- Espectros de massas MS/MS da substancia citocalasina J




Figura A16- Espectros de massas MS da substancia ascocalasina
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Figura A17- Espectros de massas MS da substancia citocalasina J
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Figura A18- Cromatogramas do pico base (BPI) do extrato PDB e das frac6es do enddéfito Preussia

sp., obtidos por UPLC-ESI-Q-TOF-MS no modo positivo
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Figura A19- Cromatograma referente a subt 1 (Genisteina) isolada da fracdo 5
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Figura A20 Espectro de MS/MS referente a subt 1 (Genisteina) isolada da fracdo 5
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Figura A21 Mapa da rede molecular dos COVs
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Figura A22 Cromatograma TIC dos COVs: co-cultivo
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Figura A23 Cromatograma TIC dos COVs: Preussia sp.
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Figura A24 Cromatograma TIC dos COVs: Phyllosticta sp.
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Figura A25 Fluxograma de trabalho
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