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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Tradicionalmente, a pesquisa e o0 desenvolvimento de metabdlitos
secundarios tém se concentrado na extracdo desses compostos diretamente das
plantas. No entanto, essa abordagem enfrenta desafios significativos, como a
variabilidade dos compostos em diferentes condicdoes ambientais e a
necessidade de grandes quantidades de material vegetal. Em contraste, os
fungos endofiticos oferecem uma alternativa mais sustentavel e eficiente. Estes
microrganismos tém a capacidade de produzir uma vasta gama de compostos
bioativos que muitas vezes séo superiores aos encontrados nas plantas, devido
a sua habilidade em sintetizar metabolitos em condi¢des controladas e em menor
escala. Além disso, a pesquisa mostrou um dado extremamente relevante: a
capacidade dos fungos endofiticos de erradicar biofilmes. O uso de fungos
endofiticos demonstrou um potencial significativo na erradicacdo desses
biofilmes, oferecendo uma alternativa promissora e eficaz frente aos métodos
tradicionais. Este achado ndo apenas contribui para a inovagcédo no tratamento
de infeccbes resistentes, mas também abre novas possibilidades para o

desenvolvimento de estratégias de controle mais sustentaveis e direcionadas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Traditionally, research and development of secondary metabolites have
focused on extracting these compounds directly from plants. However, this
approach faces significant challenges, such as variability of compounds under
different environmental conditions and the need for large quantities of plant
material. In contrast, endophytic fungi offer a more sustainable and efficient
alternative. These microorganisms have the ability to produce a wide range of
bioactive compounds that are often superior to those found in plants, due to their
ability to synthesize metabolites under controlled conditions and on a smaller
scale. Additionally, this research has revealed an extremely relevant finding: the
capacity of endophytic fungi to eradicate biofilms. The use of endophytic fungi in
this research has shown significant potential in eradicating these biofilms, offering
a promising and effective alternative to traditional methods. This finding not only
contributes to innovation in the treatment of resistant infections but also opens

new possibilities for developing more sustainable and targeted control strategies.
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RESUMO

Os produtos naturais desempenham um papel importante na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos utilizados no tratamento de enfermidades, e com isso, a
busca por novas fontes de substancias com uso terapéutico tem se intensificado. Neste
contexto, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos com fungos endofiticos, encontrados em
diversas espécies de plantas, que sdo capazes de sintetizar uma diversidade de compostos
gue podem apresentar inUmeras atividades bioldgicas. Na literatura existem diversos
trabalhos que tratam da utilizacdo de fungos endofiticos isolados das partes aéreas da espécie
Senna spectabilis, porém, ndo ha estudos da composi¢édo desses microrganismos presentes
nas raizes.

Assim sendo, para uma compreensao adequada dessa espécie arbérea e de seus
microrganismos, é importante um estudo minucioso da composicao biolégica e quimica de
suas raizes. Portanto, este trabalho teve como objetivo realizar uma investigacéo racional da
biodiversidade presente nas raizes de Senna spectabilis visto ndo haver nenhum registro dos
fungos endofiticos encontrados nas raizes dessa espécie vegetal, e identificagdo dos
compostos produzidos por estes microrganismos e estudos para avaliar a capacidade de
atividades biol6gicos destes compostos. No total foram isoladas 14 cepas de fungos
endofiticos provenientes das raizes. Dois dos fungos isolados foram identificados como
Fusarium oxysporum, que apresentaram formas especiais. Foi realizado uma triagem dos
extratos frente a diversos ensaios biolégicos a fim de seguir um processo bioguiado com os
extratos selecionados.

Nesse quesito foram escolhidos os extratos SSR4 e SSR14, pois apresentaram
maiores atividades frente a diversas linhagens bacterianas gram-positivas. Seus extratos
foram avaliados para atividades antibacterianas e erradicacdo de biofilme. O ensaio de
erradicacao de biofilme apresentou os melhores resultados, com erradicacdo de até 99% do
biofilme formado. Visando correlacionar a atividade observada com a quimica destas fracdes
foram realizados experimentos como ensaios biolégicos e andlise de LC-MS para caracterizar
as fracdes e permitir a tomada de decisdo sobre a necessidade ou ndo de isolamento. As
analises permitiram anotar 14 (quatorze) compostos, sendo 8 (oito) da classe eniatina e 6
(seis) da classe beauvericina as quais foram as principais responsaveis pelas atividades

biologicas observadas.

Palavras -chave: Senna spectabilis; Fusarium oxysporum; Bioatividade; Fungos endofiticos,
Beauvericina.



ABSTRACT

Natural products play an important role in the discovery and development of
new drugs used in the treatment of diseases, and by this means, the search for new
sources of substances with therapeutic use has intensified. In this context, many
studies are being developed with endophytic fungi, found in several species of plants,
which are capable of synthesizing a diversity of compounds that can present numerous
biological activities. In the literature, there are several studies that deal with the use of
endophytic fungi isolated from the aerial parts of the species Senna spectabilis,
however, there are no studies on the composition of these microorganisms present in
the roots.

Therefore, for a proper understanding of this tree species and its
microorganisms, a detailed study of the biological and chemical composition of its roots
is important. Therefore, this work aimed to carry out a rational investigation of the
biodiversity present in the roots of Senna spectabilis, since there is no record of
endophytic fungi found in the roots of this plant species, and to identify the compounds
produced by these microorganisms and studies to evaluate the capacity of biological
activities of these compounds. A total of 14 strains of endophytic fungi were isolated
from the roots. Two of the isolated fungi were identified as Fusarium oxysporum, which
presented special forms. The extracts were screened using several biological assays
in order to follow a bioguided process with the selected extracts.

In this regard, the extracts SSR4 and SSR14 were chosen, as they presented
greater activities against several gram-positive bacterial strains. Their extracts were
evaluated for antibacterial activities and biofilm eradication. The biofilm eradication
assay presented the best results, with eradication of up to 99% of the biofilm formed.
In order to correlate the observed activity with the chemistry of these fractions, a LC-
MS analysis was performed to characterize the fractions and allow decision-making on
the need for isolation or not. The analyses allowed the annotation of 14 (fourteen)
compounds, 8 (eight) of which were from the eniatin class and 6 (six) from the

beauvericin class, which were mainly responsible for the observed biological activities.

Keywords: Senna spectabilis; Fusarium oxysporum; Bioactivity; Endophytic fungi,

Beauvericin.
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1 INTRODUCAO

Os fungos endofiticos, estabelecem colonizacdo nos tecidos internos de
plantas hospedeiras, representam uma fonte rica e diversificada de metabdlitos
secundarios, destacando-se por sua ampla gama estrutural. A investigacdo desses
compostos bioativos ndo apenas impulsiona a descoberta de modelos farmacoféricos
inovadores, mas também oferece potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos. Tais metabdlitos exibem propriedades biolégicas notaveis, incluindo
atividade antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatoria e antiviral (GAO et al.,
2018; BACON; 2016).

No contexto especifico da espécie Senna spectabilis (DC.) H.S.Irwin &
Barneby, cujas propriedades biol6gicas foram extensivamente relatadas com base
nos metabdlitos secundarios presentes, investigou-se a capacidade dos fungos
endofiticos em produzir esses compostos, sem a necessidade de coletas adicionais
de material vegetal (VIEGAS et al., 2004; LORENZI, 2009; SILVA et al., 2009, 2010;
MELO et al, 2014; SELEGATO et al., 2017).

O crescimento fungico, iniciado a partir de uma pequena quantidade de
material vegetal, ndo apenas simplifica o processo, mas também promove a
sustentabilidade na pesquisa.

Assim, a identificacdo de substancias provenientes de fungos endofiticos ndo
s6 oferecem uma via sustentavel para a descoberta de candidatos a farmacos, mas
também justificam a contribuicdo cientifica e tecnoldgica neste dominio. Dessa forma
trabalhos como o realizado por Pirozynski e Malloch (1975); Selosse e Le Tacon
(1998); Bacon e White (2016) buscaram explorar e compreender as interacdes dos
enddfitos com a espécie hospedeira, fornecendo insights valiosos sobre a interacéo
entre fungo e hospedeiro para o desenvolvimento continuo no campo de produtos
naturais e fungos endofiticos.

Além da relevancia intrinseca para a quimica de produtos naturais, sua
pesquisa adquire um significado adicional diante dos desafios globais enfrentados
pela humanidade. Problemas como degradacdo ambiental, poluicdo de recursos
hidricos, perda de biodiversidade e insuficiéncia alimentar sdo cada vez mais
iminentes. O aumento da resisténcia a drogas por agentes infecciosos, complicagdes
em transplantes de 6rgdos e o aumento nas infecgbes fungicas exacerbam os

desafios de saude publica. Diante desse cenario, a busca por novas substancias
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bioativas torna-se imperativa, sustentando a relevancia critica deste trabalho
(STROBEL; DAISY, 2003; GOSH, 2017).

Considerando os relatos sobre a diversidade metabdlica e as atividades
biolégicas dos compostos produzidos por microrganismos endofiticos, o objetivo desta
pesquisa foi desenvolver a constituicdo de uma biblioteca de fungos endofiticos
presentes nas raizes de Senna spectabilis, proporcionando uma plataforma essencial

para a exploracdo desses compostos e potencial desenvolvimento futuro.

1.1 Produtos naturais

Os produtos naturais podem ser definidos como uma variedade de compostos
quimicos, néo incluidos no metabolismo primario, sendo em sua maioria produzidos
por rotas do metabolismo secundéario de plantas, bactérias, fungos e organismos
marinhos, 0s quais constituem uma importante fonte continua de substancias com
propriedades bioativas desejaveis, 0 que 0s tornam atraentes no projeto e
desenvolvimento de medicamentos. Os produtos naturais tém, em geral, uma maior
diversidade de grupos funcionais e uma maior complexidade estrutural do que as
moléculas sintéticas (PYE et al., 2017; CHAVEZ-HERNANDEZ, et al., 2020;
GRIGALUNAS et al., 2022).

Durante a evolugdo, a natureza explorou o espa¢o quimico biologicamente
relevante para originar produtos naturais, além de inspirar diversos conceitos de
design molecular. Esses compostos, gerados por meio de cascatas enzimaticas,
desempenham funcdes biolégicas especificas que conferem vantagens seletivas aos
organismos produtores, tanto dentro de seus proprios dominios quanto nas interacdes
com outros seres vivos. Sob a influéncia das demandas ambientais e pressdes
seletivas, uma variabilidade notavel se manifesta na producdo de diferentes
metabdlitos, cujas estruturas distintas modulam diversas respostas bioldgicas
(HUIGENS et al. 2013; CUNHA et al. 2020; GRIGALUNAS et al. 2020; GRIGALUNAS
et al. 2022).

A presenca de produtos naturais tem desempenhado um papel significativo ao
longo da histéria da humanidade, sendo amplamente empregado na medicina e no
controle de pragas. A relagdo intrinseca entre a humanidade e a riqueza natural tem
sido fonte constante de fascinio e aprendizado, impulsionando incessantemente a

descoberta de novas utilidades para esses recursos. Desde a identificacdo de
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compostos alucinégenos até a sua incorporagdo como fundamentos em medicinas
tradicionais, a natureza continua a revelar segredos valiosos que enriguecem nossa
compreensao sobre saude e bem-estar. Essa interacdo continua, permeada pela
incessante curiosidade humana, ndo apenas inspira inovacdes, mas também
aprofunda a apreciagéo pela intrincada relagéo entre a humanidade e 0S recursos
naturais (BOLZANI; VIEGAS, 2006).

Os produtos naturais sdo metabdlitos secundarios derivados de plantas,
animais, insetos e micro-organismos que abrangem diversas classes de sustancias,
tais como alcaloides, terpenos, esteroides, policetideos, quinonas, lignanas, ésteres,
lactonas, dentre outros (LI et al., 2018). Sdo compostos de baixa massa molecular,
com funcdes especificas, produzidos como uma forma de adaptacdo aos estresses
biotico e abiotico (NISA et al., 2015).

Dado a essa diversidade de substancias, essa area de pesquisa ganhou
importancia no ambito cientifico ao longo dos anos, tendo como uma das finalidades

o desenvolvimento de farmacos e outros produtos bioativos.

1.2 Espécie Senna spectabilis (sin. Cassia spectabilis )

A espécie S. spectabilis pertence a familia Fabaceae que é subdividida em trés
subfamilias, Mimosoideae, Fabaoideae e Caesalpinioidaea, sendo os géneros Senna
e Cassia pertencentes a subfamilia Caesalpinioideae (PIVATTO, 2005).

O género Senna compreende cerca de 600 espécies distribuidas ao redor do
mundo, sendo empregadas na medicina popular. A S. spectabilis € uma planta arbérea
muito utilizada como planta ornamental devido ao longo periodo de floragéo
(dezembro-abril). E popularmente conhecida como céassia-do-nordeste, acassia, tula-
de-besouro, canafistula-de-besouro, pau-de-ovelha, entre outras, possuindo a
sinonimia botanica de Cassia spectabilis (VIEGAS et al., 2004).

Essa espécie possui porte médio, podendo alcancar 8 m a 10 m de altura,
apresenta caule com 30 cm a 40 cm de diametro; suas folhas sdo compostas por 8 a
12 pares de foliolos pontiagudos na extremidade.

Florescem em buqués de flores amarelas, localizadas nas pontas dos ramos, e
seus frutos em favas, sdo muito empregadas no paisagismo, sendo as vezes

destinadas a recomposicao de areas degradadas. Nativa das américas central e do
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sul, no Brasil é encontrada principalmente nas regides de cerrado e de floresta tropical
(VIEGAS et al., 2004)

Figura 1 xlmagem das folhas, flores e da arvore de S. spectabilis.

Fonte: https://www.biodiversity4all.org/taxa/138578-Senna-spectabilis. Acessado em 02/09/2024.

Essa espécie apresenta um perfil quimico amplamente diversificado,
apresentando constituintes relacionados as classes dos flavonoides, taninos,
saponinas, antraquinonas, xantinas, triterpenos e alcaloides. E empregada como fonte
de produtos naturais, aplicada na medicina tradicional tanto no ocidente quanto no
oriente (VIEGAS et al., 2004; LORENZI, 2009; MELO et al, 2014; SELEGATO et al.,
2017)

Na terapéutica ocidental € muito utilizada como laxativo, antimicrobiano, anti-
inflamatoério e antiulcerogénico, no Brasil é utilizada para tratamento de gripe e
resfriado, enquanto que em paises asiaticos é utilizado no tratamento de reumatismo,
dores e lesBes na pele, analgésico, anti-inflamatério e antiulcerogénico, laxantes,
purgativos e antimicrobianos (VIEGAS Jr. et al., 2004; SILVA et al., 2009, 2010;
LORENZI, 2009; MELO et al., 2014; SELEGATO et al., 2017).

Na Africa a S. spectabilis é tradicionalmente utilizada para tratar constipagéo,
insbnia, ansiedade, epilepsia, malaria, disenteria e cefaléia (BUM et al., 2010). Na
Asia, particularmente na medicina ayurvédica e tailandesa, as folhas de S. spectabilis
sdo comumente utilizadas para o tratamento de febre, dores de cabeca e diversas
infecgdes de pele, como micose, eczema e sarna, agente antiasmatico e diurético, ou
para melhorar a atividade visual na Medicina Tradicional Chinesa. Apresenta
utilizacdo na inibicdo de edema e para o tratamento da constipagao, envenenamento
e infeccdes protozoarias do intestino (MAZUNDER e t al. 2008; SINGH et al., 2013).

Estudos da quimica do género Senna relatam a identificacdo de mais de 350

moléculas incluindo 40 metabdlitos secundarios da espécie S. spectabilis, como, por
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exemplo, esterdis, alcaloides, triterpenos, pironas, antraquinonas, flavonoides, dentre
eles, alcaloides piperidinicos, triterpenos pentaciclicos, citocalasinas, dibenzopironas
e sesquiterpenos cadinanos foram atribuidos a microrganismos que coabitam essa
espécie, como por exemplo o fungo endofito Phomopsis cassiae, proporcionando um
novo ramo para exploracdo dessa espécie (PIVATTO et al., 2005; SILVA et al., 2005,
2006, ZANARDI et al., 2012; PEREIRA et al., 2016; SILVA et al. 2017; SELEGATO et
al., 2017).

Um estudo fitoquimico da S. spectabilis demonstrou a presenca dos alcalbéides
piperinidicos: (-)-espectalina (1), leptofilina A (8), 3-O-acetil-leptofilina A (9), leptofilina
B (10), (-)-espectalinina (5), carnavalina (7) e 6-iso-carnavalina (6) nas folhas desta
espécie, substancias que apresentaram atividade citotoxica seletiva em cepas de
Saccharomyces cerevisiae com deficiéncia no reparo do DNA, sendo indicativo de
atividade antitumoral potencial (PIVATTO, 2005). Em outro estudo realizado por
Viegas Junior et al. (2004), que estudaram as flores de S. spectabilis, foram isolados
trés novos alcaldides, (-)-3-O-acetil-espectalina (4), (-)-7-hidroxi-espectalina (3) e 6-

iso-espectalina (2), além da (-)-espectalina (1) (Figura 2).

Figura 2 £Metabdlitos secundarios identificados de S. spectabilis.

Fonte: Adaptado de PIVATTO et al., 2005 e VIEGAS et al., 2004.
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1.3Fungos

Os fungos constituem o reino fungi, distinto dos reinos animal e vegetal, sendo
classificados com base em diversas caracteristicas, notadamente no método de
absorcao de nutrientes, estrutura celular e modo de reproducdo. Estes organismos
eucarioticos, com estrutura uni ou multicelular, desempenham um papel crucial nos
ecossistemas, contribuindo significativamente para processos vitais como
decomposicao, reciclagem e transporte de nutrientes em variados ambientes. Nao ha
um consenso com relagdo a quantidade de espécies fungicas conhecidas, diversos
estudos apresentaram estimativas de faixa de espécies conhecidas que varia de
aproximadamente 0,1 a 9,9 milhdes de espécies distintas, do periodo de 1943 a 2017,
conforme Tabela 1. A estimativa mais aceita apresenta uma quantidade de 2,2 a 3,8
milhdes de espécies de fungos (ZHOU; MAY, 2023).

Os fungos representam o segundo maior grupo de seres vivos, ficando atras
apenas dos artropodes. Essa vasta diversidade fungica, ainda inexplorada, sugere um
potencial para descobertas futuras, especialmente no contexto da interacao entre
fungos endofiticos e plantas como a S. spectabilis (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010;
PADHI et al., 2013; 2014; BIASETTO, 2016).



Tabela 1 +Estimativa global de espécies fungicas.
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Espécies estimadas (milhdes) Literatura
0,1 BISBY; AINSWORTH 1943
0,25 MARTIN, 1951
2,7 PASCOE, 1990
1,5 HAWKSWORTH, 1991
1 HAMMOND, 1992
1 SMITH; WALLER, 1992
1,5 HYWEL-JONES, 1993
1 ROSSMAN, 1994
1,3 DREYFUSS; CHAPELA, 1994
15 HAMMOND, 1995
0,27 SHIVAS; HYDE, 1997
0,04 - 0,07 APTROOT, 2001
9,9 CANNON, 1997
0,2 GUZMAN, 1998
>1,5 FROHLICH; HYDE, 1999
0,5 MAY, 2000
>1,5 ARNOLD et al., 2000
2,3 HAWKSWORTH, 2001
0,06 -
DE MEEUS; RENAUD, 2002
0,025
35-51 291%5, étal., 2005
0,17 CROUS et al., 2006
0,72 SCHMIT; MUELLER, 2007
0,18 DAIl; ZHUANG, 2010
51 BLACKWELL, 2011
0,61
0,005 MORA ET AL., 2011
15-3 HAWKSWORTH, 2012
2,2-3,8 HAWKSWORTH; LUECKING, 2017

Fonte: adaptado de WU et al

. 2019.
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Os fungos tém sido explorados pelo seu valor medicinal h4 mais de milhares
de anos. Sua notavel capacidade de produzir metabdlitos secundarios torna-os uma
fonte importante de inovacdo quimica, conduzindo ao desenvolvimento de diversos
produtos farmacéuticos que desempenharam um papel fundamental no progresso da
civilizagdo humana ao longo do tempo. O principal exemplo foi a descoberta da
penicilina produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum, antibiético que revolucionou
0 século XX, sendo um marco na pesquisa de fungos, este foi o primeiro antibiotico -
lactamico explorado por suas propriedades medicinais (ZHANG et al. 2006).

Baseado na estrutura desse importante metabdlito, a indlstria farmacéutica
empreendeu o desenvolvimento de novos antibidticos, incluindo a ampicilina,
amoxicilina e meticilina, expandindo significativamente o arsenal terapéutico e
promovendo avangos notaveis na pratica médica. Essa trajetoria historica ilustra a
contribuicao inestimavel dos fungos para a medicina e destaca seu potencial continuo
como fonte de compostos bioativos essenciais (TAKAHASHI et al., 2017).

Os fungos desempenham uma funcdo destacada em uma diversidade de
aplicacbes, abrangendo desde a sintese de acidos organicos, exemplificado pelo
acido citrico, até a producdo de antibidticos de relevancia médica. Sua contribuicédo
se estende a producdo de enzimas de grande interesse industrial, desempenhando
um papel crucial em processos biotecnoldégicos como por exemplo no controle de
microrganismos patdégenos (AZEVEDO et al., 2000).

Os fungos podem ser categorizados com base na natureza de sua associacao
com as espécies vegetais. Essas classificacfes incluem os epifiticos, que habitam a
superficie do material vegetal; os fitopatdgenos, responsaveis por causar doenc¢as nas
plantas; os micorrizicos, ocupam as raizes; e, por fim, os endofiticos, que colonizam
o interior dos tecidos vegetais (CHAPLA et al., 2013).

Além disso, sua participacdo € evidente na producdo de etanol e na
fermentacdo de bebidas como cerveja e vinho, onde fungos conferem caracteristicas
distintivas aos produtos finais. A presenca fundamental dos fungos também é
ressaltada na fabricacdo de queijos, destacando a versatilidade e importancia desses
organismos em uma ampla gama de aplicacdes (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

A seqguir, na Tabela 2, sdo apresentados alguns exemplos de medicamentos e

produtos farmacéuticos derivados de fungos.
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Tabela 2 +Medicamentos e produtos farmacéuticos derivados de fungos.
Categoria Fungos Produtos derivados

Penicillium. rubens, Penicillium.
chrysogenum e Penicillium. Penicilinas

griseofulvum

Antibacterianos Acremonium spp. Cefalosporinas

Ramularia coccinea Acido fusidico

o o Peurimutilina
Clitopilus spp., Basidiocycota _
(Lefamulina)

Leotiomycetes e Eurotiomycetes Equinocandinas
. Enfumafungina
Antifingicos Hormonema sp.
(Brexafemme®)
Penicillium spp. Griseofulvina

Fonte: Adaptado de NIEGO, et al., 2023.

1.4 Fungos endofiticos como fontes de substancias bioativas

Os endofitos representam um grupo polifilético de microrganismos diversos que
podem residir de maneira assintomatica durante todo ou parte de seu ciclo de vida
nos tecidos vegetais, incluindo caules, folhas e raizes (KUSARI; HERTWECK; SPI-
TELLER, 2012). No microecossistema vegetal, sdo componentes naturais que afetam
positivamente as atividades fisiologicas da planta hospedeira de varias maneiras,
podendo incluir a producédo de hormoénios como o acido indolacético; na aquisicao e
biossintese de nutrientes para o crescimento e desenvolvimento da planta; secrecao
de metabdlitos adaptadores de estresse para proteger a planta hospedeira da invasao
de herbivoros; patdgenos; e a melhoria da adaptabilidade do hospedeiro a estressores
abidticos e em troca, recebem protecéo e nutrientes (ODELADE; BABALOLA, 2019;
IGIEHON; BABALOLA; CHESETO; TORTO, 2021). Esses microrganismos estao
amplamente distribuidos em todos os ecossistemas terrestres e sdo encontrados em
praticamente todas as plantas vasculares, algas marinhas, bridfitas e pteridofitas,
destacando a ubiquidade e a relevancia desses microrganismos em diferentes
contextos (CHAPLA et al., 2013).

Nas ultimas décadas, os fungos endofitos vém se destacando na producgéo de

metabdlitos bioativos, 0 que promoveu um maior fomento com relacdo a estudos
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desses microrganismos. O primeiro relato de estudo com fungos endofiticos ocorreu
h&a mais de 100 anos, quando Vogl et al., em 1898, isolou uma cepa endofitica de
sementes de azevém (Lolium temulentum L.) (WU et al. 2019). Um dos motivos que
justificam a utilizacdo desses fungos como fonte de producdo de substancias é sua
capacidade de diversificar sua producao metabdlica a partir de modificacbes no meio
em que esta inserido, através de modificadores epigenéticos, o que pode levar a uma
maior variacdo ou um aumento na producdo de compostos especificos, possibilitando
sua aplicacdo na medicina, agricultura e na industria (SCHULZ; BOYLE, 2005;
VERMA et al., 2009; BACON; WITHE, VIEGAS, 2016). Uma vasta quantidade de
metabdlitos secundarios tem sido extraida, isolada e caracterizada a partir de fungos
endofiticos, muitos dos quais sdo bioativos, incluindo alcaloides, esteroides,
terpendides, peptideos, policetonas, flavonoides, quindis e fendis, ocorrendo também
a presenca de compostos clorados. (TAN; ZOU, 2001; GUNATILAKA, 2006; GUO et.
al., 2008; VERMA et al., 2009).

Diversos estudos indicam que os fungos endofiticos podem biossintetizar as
mesmas substancias que as espécies hospedeiras (Tabela 3), como por exemplo, a
vinblastina e vincristina, drogas usadas no tratamento de cancer, isoladas de
Catharanthus roseus, alcaloides que também sdo produzidos pelo fungo endofitico

Fusarium oxysporum identificado na mesma espécie vegetal (KUMAR et al., 2013).

Tabela 3 +Exemplos de fungos endofiticos de plantas que produzem compostos
semelhante as do hospedeiro.

Fungo endofitico Planta Composto
Aspergillus calidoustus Acanthospermum australe 6-epi-ophiobolin
Phomopsis sp. Garcinia kola Citocalacina H
Fusarium solani Cassia alata Naftaquinonas
Mycosphaerella sp. Myeciaria floribunda Miriocina
Phyllosticta elongata Cipadessa baccifera Camptotecina
Fusarium verticillioides Huperzia serrata Huperzina A
Laphiostoma sp. Eucalyptus exserta Escorpinona

Fonte: Adaptado de WEN, JU et al. 2022.



25

Outros exemplos muito conhecidos de metabdlitos secundérios produzidos por
endofitos e seus hospedeiros sdo o taxol, o subglutinol A e B, o peptideo
leucinostatina, podofilotoxina e camptotecina (Figura 3). Destes, o taxol, droga
anticancer, obtido da casca de Taxus brevifolia, € produzido por enddfitos oriundos da
planta do género Taxus e de outros géneros. A habilidade de produzir taxol e seus
analogos ja foi relatada em 48 microrganismos de 18 géneros de fungos endofiticos
diferentes. Devido a disponibilidade limitada dessas substancias nas plantas, no caso
do taxol encontrado na casca do teixo na ordem de 0,01 a 0,03%, tem levado algumas
espécies vegetais a extingdo na busca desenfreada por substancias Uteis para o
tratamento de varios tipos de cancer (CHAGAS et al., 2018; UZMA et al., 2018).



Figur a 3 tSubstancias bioativas isoladas de fungos endofiticos.
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Fonte: Adaptado de GUO ET AL., 2008; BIASETTO, 2016; GAO ET AL., 2018; STROBEL, 2018.
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1.5 Fusarium oxysporum

Os fungos pertencentes ao género Fusarium, pertencem ao filo Ascomycota e
familia Nectriaceae, apresentam uma ampla distribuicdo em diversos nichos
ecoldgicos, sendo identificados no ar, em plantas, substratos orgéanicos e, sobretudo,
em solos (LI et al., 2020). Apesar de serem reconhecidos como patdégenos facultativos
para plantas, animais e seres humanos, esses fungos desempenham um papel
fundamental na promocdo da salde de seus hospedeiros por meio de relacdes
simbidticas, atuando como fungos endofiticos e proporcionando resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (WEI; WU, 2020).

Estudos do metaboloma de diferentes espécies de Fusarium revelaram a
producdo de uma variedade de metabdlitos secundérios, incluindo alcaloides,
terpenoides, quinonas, pironas, entre outros, com potencial significativo para
aplicacbes farmacéuticas e agricolas. Farmacos notaveis, como a vimblastina,
camptotecina, andlogos do podofilotoxina e quinina, vincristina, utilizados no
tratamento de cancer, viroses e maléaria, respectivamente, foram isolados de
fermentacdes in vitro de diferentes espécies do género. Além disso, metabdlitos
secundarios exclusivos desse género, como a fusarubina, javanicina e fusarielina,
mostram-se promissores como agentes antimicrobianos (Figura 4) (TOGHUEO,
2020).
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Figura 4 +Compostos isolados de fungos do género Fusarium.

Camptotecina

Vimblastina

Quinina

Podofilotoxina

Javanicina

Fusarubina

Fusarielina

Fonte: Adaptado de TOGHUEO, 2020.
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O género Fusarium também ganha destaque pela producdo de micotoxinas
(Figura 5), substancias consideradas toxicas e, segundo a OMS (Organizacdo Mundial de
Saude), representam uma séria ameaca a saude humana e animal. Esse fitopatégeno, em
sua maioria, ataca plantagdes de graos, tomates e bananas, contaminando alimentos e
acarretando prejuizos bilionérios para a agricultura. Entre as micotoxinas produzidas por
este género, destacam-se o0s tricotecenos +deoxinilvalenol e a toxina T-2 *a zearalenona,
o acido fusarico e a fuminosina B1. Micotoxinas consideradas emergentes também foram
isoladas de espécies desse género, como a fusaproliferina, beauvericina e eniatinas,
apesar de sua citotoxicidade, essas micotoxicas apresentam diversos efeitos benéficos
(MUNKVOLD, 2017).

Figura 5 xAlgumas micotoxinas provenientes do Fusarium oxysporum.

Deoxinilvalenol )
Toxina T-2

Acido fusarico

Zearalenona

. Fusaproliferina
Fuminosina B1
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Figura 5 *Continuagéo.

Eniatina A Beauvericina

Fonte: Adaptado de MUNKVOLD, 2017.

Tendo em vista que o0 processo de isolamento de substancias bioativas de
origem vegetal enfrenta problemas como quantidades disponiveis extremamente
baixas, desmatamento que afetam as plantas medicinais, dificuldades de reisolar
metabdlitos secundarios devido as mudancas nas condicbes ambientais e
geograficas, o estudo dos fungos endofiticos que podem produzir as mesmas
substancias que seu hospedeiro, se torna um tema muito relevante (CHAPLA et al.,
2013; Ll et al., 2018).

Assim a habilidade dos fungos endofiticos de produzirem as mesmas
substancias que as espécies vegetais podem contribuir para a preservacdo da
biodiversidade através da reducédo da coleta de plantas raras ou de crescimento lento,
considerando que muitas espécies hospedeiras encontram-se em extincdo. Quando
uma espécie vegetal € extinta tem como consequéncia uma enorme perda da
diversidade endofitica, visto que existem fungos que ndo foram descritos e seus
metabdlitos ainda nao serdo identificados (SPENCIAN et al., 2014; NISA et al., 2015).
E importante ressaltar que a pesquisa com fungos endofiticos desempenha um papel
significativo na conservagdo ambiental, uma vez que a obtencdo desses
microrganismos, considerados recursos renovaveis, requer apenas uma unica e

pequena coleta de material vegetal.
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O nosso grupo de pesquisa Nubbe (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia Vegetal) do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara-SP, realizou
diversos trabalhos com foco em compostos oriundos de fungos isolados de diversas
partes de espécie vegetal como Afif Felix Monteiro (2017), que utilizou as folhas da S.
spectabilis para obtencdo de fungos endofiticos, Natalia Carolina Vieira (2020), que
utilizou fungos presentes da rizosfera de S. spectabilis. Outro trabalho do nosso grupo
de pesquisa que utilizou fungos endofiticos isolados das raizes de S. spectabilis foi 0
da Mayara Maio Luiz (2021), que, utilizando fungos da espécie F. oxysporum,
apresentou dados acerca da composi¢cao quimica de extrato provenientes de meios
de cultivos distintos, avaliando a diferenca que cada um pode promover na producéo

metabdlica.

1.6 Metaboldmica

Para que todas as informacdes dos metabdlitos secundarios sejam obtidas para
a sua aplicacdo em bioensaios, € necessario trilhar um caminho que por muitas vezes
é longo e tedioso, através de abordagens reducionistas (MAGUIRE, 2014). Uma
alternativa é através de uma abordagem holistica, que defende a importancia da
compreensao integrada dos fendbmenos e ndo apenas analisar seus constituintes de
forma isolada. Dessa maneira, através da combinacdo de bioensaios e andlises
metabolémicas, é possivel trabalhar com um organismo inteiro, investigando todas as
relacdes entre os constituintes de matrizes complexas. Essa abordagem compreende
a identificacdo do maior numero possivel de metabdlitos secundarios presentes em
um sistema biolégico (YULIANA et al., 2013; MAGUIRE, 2014).

Metabolémica, é o estudo tedrico de compostos com baixa massa molecular,
abaixo de 5000 Da (IUPAC) em um sistema, que se tornou uma ciéncia muito
importante em muitas areas de pesquisa. As analises metabolémicas sdo comumente
categorizadas como direcionadas ou nao direcionadas (RAMAUTAR; DEMIRCI,
JONG, 2006).

Essas analises sdo cruciais para avaliar o comportamento de compostos
especificos na amostra sob condigbes determinadas. A metabolémica direcionada
geralmente demanda um nivel mais elevado de purificacdo e extracdo seletiva de
metabolitos (MONTON; SOGA, 2007; CEVALLOS-CEVALLOS et. al. 2009). Por outro

lado, a metaboléomica ndo direcionada, também conhecida como abrangente, visa a
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deteccdo de tantos grupos de metabdlitos quanto possivel, buscando padrdes ou
impressdes digitais sem necessariamente identificar ou quantificar compostos
especificos. Esse enfoque € particularmente Util para fenbmenos complexos, como
doencas em plantas.

A classificagdo dos estudos metabolémicos como discriminativos, informativos
elou preditivos depende do objetivo especifico da analise e da manipulacdo dos
dados. Dado a quantidade de informac¢des que séo obtidas, € necessario desenvolver
uma plataforma analitica que comporte e facilite o tratamento desses dados e, assim,
a aplicacdo de ferramentas quimiométricas (conhecimentos de matematica e
estatistica para identificacdo de informacdes relevantes de um problema em estudo)
(PEREIRA FILHO, 2015), visando a extracao de informacdes importantes a partir do
conjunto de dados gerados (ZAO, 2013).

Devido a quantidade de informacéo obtida através da metabolémica, um estudo
racional de fungos endofiticos deve envolver uma abordagem sistematica e bem
fundamentada para explorar o potencial biotecnolégico desses microrganismos. Esse
tipo de estudo ndo se limita a simples coleta e identificacdo dos fungos, mas busca
maximizar a compreensdo de suas caracteristicas, funcbes e capacidades
metabdlicas. Essa abordagem poderia incluir os seguintes aspectos: isolamento ou
identificacdo precisa; selecdo baseada em critérios bioativos; analise metabolémica;
avaliacdo ecoldgica e funcional; otimizacdo da producdo de metabdlitos e potencial
aplicagdo e sustentabilidade. Portanto, um estudo racional foca na extracdo do
maximo de informacdes relevantes e praticas sobre os fungos, orientando a pesquisa

de maneira eficiente, tanto para avancos cientificos quanto para aplicacées industriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a exploracéo racional das raizes de Senna spectabilis e, isolamento
de uma biblioteca de fungos endofiticos visando a investigacdo logica de sua
biodiversidade, fazendo uso da metabolbmica, quimiometria e técnicas

espectroscopicas do estado da arte.

2.2 Objetivos especificos

X Realizar o isolamento dos fungos endofiticos viaveis;

X Iniciar estudo de cultivo dos microrganismos;

x Estudar os metabdlitos secundarios presentes nas raizes de Senna spectabilis;
X Realizar bioensaios para as moléculas majoritarias;

X Realizar a elucidacao estrutural das moléculas majoritarias provenientes dos

microrganismos associados identificados nas raizes de Senna spectabilis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais utilizados
3.1.1 Meio de cultivo

Os meios de cultivo foram preparados de acordo com as especificacdes em
seus rétulos. A composicao em g/L dos meios utilizados neste trabalho foram:
- Potato Dextrose Agar: extrato de batata (4,0), equivalente a 200 g de infuséao de
batata, dextrose (20,0) e agar (15,0).
- Extrato de malte, da marca Neogen (7314A), lote 111905C, - 8,4 g de meio para
200 mL de agua ultrapura.

3.1.2 Solventes

Os solventes nédo deuterados empregados no preparo dos extratos, nos
processos cromatogréaficos e nas etapas de particdo das fracdes foram das marcas
LiChrosolv ® e M. Tedia® em grau HPLC. A agua ultrapura utilizada foi destilada e
deionizada em aparelho da marca Milli-4 UHVLVWLYLGDGH PtQLPD

3.1.3 Analises cromatograficas

As amostras analisadas por HPLC-DAD foram previamente submetidas a
extrac6es em fase solida com cartuchos de fase reversa Macherey-Nagel C18ec (3,0
mL; 500 mg, Chromabond®) e posteriormente foram centrifugadas.

Para as anélises de HPLC-DAD utilizou-se uma coluna Phenomenex Luna C18

PP | PP P FRBluBdLOi8 (2,0 mm x 7,8 mm). E para as analises
em UPLC-QTOF utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 Acquity UPLC® HSS T3
Column (100,0 mm x 2,1 mm; P

Todos os processos estatisticos realizados com os dados de HPLC-DAD foram

efetuados pelo software Matlab®, pela Dr2 Denise Selegato.
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3.1.4 Equipamentos

Todas as analises realizadas nos equipamentos listados neste item, estdo nas
dependencias do NuBBE (Nucleo de bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais), localizado dentro do Instituto de Quimica de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho £ UNESP e no Nucleo de
Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras, Universidade de S&o Paulo *Ribeirdo Preto.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes
equipamentos:

- Evaporador de amostra *fluxo de nitrogénio e aquecimento;

- Balanca analitica ExplorerTM Ohaus®; Autoclave vertical Phoenix Luferco;
Minicentrifuga MiniSpin® Eppendorf; Evaporador rotativo Bichi® R-114 com banho
de aguecimento B-480 e bomba de vacuo Bichi® V-300 e refrigeradores; Evaporador
rotativo da marca Heidolph Laborata 4000 com Banho de aquecimento da marca
Heidolph HB digital e bomba de vacuo Bichi® V-300 e refrigeradores; Sistema HPLC-
DAD da Shimadzu® contendo os médulos de bomba LC-20AT, detector de arranjo de
diodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A, injetor automatico SIL-20A e modulo
de comunicacdo CBM-20A.

- A aquisi¢céo dos dados de LC-MS foram feitas utilizando um HPLC da marca
Shimadzu, utilizando bombas de alta pressao (LC-20AD), com degaseificador (DGU-
20A3), injetor automatico (SIL-20A HT), detector de arranjo de diodos (PDA) SPD-
M20A, com modulo de comunicacdo CBM-20A. Esse cromatografo foi acoplado ao
espectrometro de massas operando em alta resolugcdo da marca Bruker Daltonics
microTOF II-IES-TOF.

3.1.5 Obtengéo da cepa fungica

Os fungos endofiticos foram isolados das raizes saudaveis e sem nenhum
machucado aparente de S. spectabilis, procedimento da coleta das raizes foi realizado
na casa de vegetacdo do Instituto de Quimica + UNESP + Araraquara +SP em
07/2019. A identificacdo botanica da espécie de Senna spectabilis foi realizada pela
Dra. M. C. M. Young e uma exsicata (SILVA-193) esta depositada no Herbario do
Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente, Sdo Paulo, Brasil. Ainda, os
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microrganismos estudados neste trabalho foram cadastrados no SisGen (Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado), sob o registro de numero AO79ACA desde o dia 04 de novembro de 2018.

Inicialmente foram preparadas placas de PDA (batata dextrose agar) com
antibidtico sulfato de gentamicina na concentracdo de 66,7 pg/mL. Os demais
materiais como béqueres, Erlenmeyers e bisturi foram previamente autoclavados afim
de evitar contaminacgdes. Posteriormente a parte de interesse da planta foi selada com
o auxilio de uma vela para ndo permitir a entrada de outros microrganismos.

O procedimento de assepsia do material vegetal em capela de fluxo laminar,
foi adaptada de Gotz et al. (2005), onde determinou-se duas condi¢cfes, sendo a
primeira, a partir de solucao de hipoclorito de sddio 2% (1) com imersao do fragmento
de raiz por um periodo de 5 min, uma solucéo de alcool 70% (2) com imerséo de 3
min, e também duas aguas de lavagem (4 e 5) imersdo de 5 min em cada uma. A
segunda € constituida por solucdo de hipoclorito de sodio 1% (8 min), de alcool 70%
(2 min), e também duas aguas de lavagem (5 min em cada). Utilizando uma espétula
e um bisturi com lamina estéril, foram feitos cortes nas raizes selecionadas resultando
em fragmentos com aproximadamente 5,0 mm, os quais foram colocados em placas
de Petri para crescimento dos fungos endofiticos. A segunda agua de lavagem
também foi inoculada em uma placa de petri como controle.

Apés 4 dias de inoculacdo (Figura 6) observou-se crescimento fungico a partir

das raizes.

Figura 6 *Representacdo do crescimento dos enddéfitos em placa de petri.

O

Fonte: Do autor.
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Com desenvolvimento dos fungos, foi realizado o repique dos fungos
aparentes, com a finalidade de obtencao de cepas puras. Sendo realizado com base
nos focos de fungos préximos aos fragmentos de raizes, nesse momento ndo ha como
identificar, visualmente, possiveis cepas diferentes. Cada foco foi colocado
individualmente em placas de Petri para identificacdo visual de possiveis cepas
distintas crescendo concomitantemente.

Apos 10 dias de inoculacéo, periodo que ocorreu a tomada completa da placa,
foi realizado um segundo repique. Conforme Figura 7, verificou-se o crescimento de
diversas cepas, resultando em 14 placas, e seu crescimento foi acompanhado por 10

dias.

Figura 7 - Representacdo do crescimento flngico nas placas de petri durante
10 dias.

Fonte: Do autor.
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Com a ocupacgao completa da placa pelo fungo, foram produzidos os slants,
onde aliquotas da parte mais jovem dos fungos (hifas) em PDA foram armazenadas
em frascos de penicilina contendo agua ultrapura para composicéo da biblioteca de
fungos. O proximo passo foi o crescimento dos fungos isolados em meio liquido,
utilizando extrato de malte como meio de cultivo, com a finalidade de obtenc&o do
perfil cromatogréafico para os extratos.

Assim, foram utilizados Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio de
malte (Figura 8). Como o foco até esse momento era obtencéo de extrato, o0 meio de
malte foi utilizado por se tratar do meio mais rico em nutrientes, favorecendo o
crescimento das linhagens fungicas. Para cada fungo foram utilizados 5 Erlenmeyers,

totalizando 70 Erlenmeyers, perfazendo um total de 14 litros de meio.

Figura 8 - Inicio do crescimento fangico em meio liquido:
a) dia 1; b) dia 28.

Fonte: Do autor.

Para esse processo, cada placa de petri contendo o fungo foi dividida em 3
partes iguais, e cada parte foi colocada em um Erlenmeyer, conforme Figura 8a. Essa
etapa foi repetida para todos os fungos. O crescimento dos fungos no meio de malte
teve duracéo de 28 dias, seguindo os protocolos estabelecidos pelo grupo de pesquisa
do Nubbe, quando a massa micelar tomou toda a superficie do meio de cultivo,
conforme Figura 8b.

Ao final desse periodo, foi separado o meio de malte e o micélio descartado,
apos aplicacdo de agua sanitaria e incidéncia de luz UV para que extinguisse o
crescimento micelar. O volume de meio de cultivo para cada fungo foi equivalente a

1,0 L, onde foi realizado a particdo liquido-liquido utilizando acetato de etila como
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solvente organico extrator. A proporgao utilizada foi de 2:1 (meio:solvente, v/v). O

procedimento de extracao foi realizado 3 vezes para cada extrato, conforme Figura 9.

Figura 9 *Procedimento de particdo liquido-liquido acetato
de etila/dgua.

Fonte: Do autor.

Figura 10 *Extratos obtidos de cada fungo.

Fonte: Do autor.
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Em seguida, todos os extratos foram concentrados, utilizando um rota-
evaporador e secas a partir de um secador de amostra com fluxo de nitrogénio e

aquecimento de 30°C, obtendo entéo os extratos brutos.

3.1.6 Fracionamento dos extratos S. spectabilis raizes 4 (SSR4) e S. spectabilis
raizes 14 (SSR14)

ApOs selecionar os extratos de interesse atraves de resultados relevantes de
bioensaios descritos posteriormente neste documento, obteve-se mais extrato para
ambos os fungos, para subsequente fracionamento utilizando coluna de bancada
contendo 15 cm de altura de C-18 como fase estacionaria, com didmetro de 5 cm e
como fase mével, foi utilizado uma solucdo de metanol/dgua, baseando-se nos perfis
cromatograficos de ambos os extratos. Diante disso foi proposto um fracionamento e
determinado a porcentagem de solvente organico para cada regido de interesse
(Tabela 4).

Ambos os espectros cromatograficos foram divididos em 6 fracdes variando a
forca de eluicdo baseada na porcentagem de solvente orgéanico utilizado.

Tabela 4 +Parametros utilizados no fracionamento em coluna de bancada

SSR4 SSR14
FracOes % metanol FracOes % metanol
1 25 1 22
2 43 2 37
3 53 3 53
4 60 4 60
5 79 5 72
6 95 6 94
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Figura 11 - Fracionamento em coluna de bancada (C18) e fracdes.

Fonte: Do autor

3.1.7 Identificacdo dos fungos endofiticos

As linhagens SSR4 e SSR14 foram selecionadas para estudo neste trabalho
levando em consideracdo os dados obtidos através das andlises de componentes
principais (ACP), analises de agrupamento hierarquico e pelos resultados observados
nos ensaios biolégicos.

Ambas as linhagens fungicas foram identificadas pelo método de sequenciamento
da regido do espacador transcrito interno (ITS) utilizando os primers ITS1 e NL4. Os
amplicons foram purificados e sequenciados pelo método Sanger, pelo Prof. Dr.
Marcos Antonio Soares do Departamento de Botanica e Ecologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT).

3.2 Ensaios bioldgicos

Foram utilizados ensaios bioldégicos como experimento de triagem dos extratos.
Sao procedimentos destinados a avaliar a poténcia de principios ativos contidos nas
matérias-primas e preparacdes farmacopeicas, utilizando reagentes bioldgicos tais

como microrganismos, animais, fluidos e 6rgéos isolados de animais.
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3.2.1 Ensaio antibacteriano

Foi realizado o ensaio de atividade antibacteriana contra as espécies
Acinetobacter baumannii, Enterococcus  faecalis,  Enterococcus  faecium,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis.

O ensaio foi realizado pela aluna: Danae Kala Rodriguez Bardaji do Laboratério
de Epidemiologia e Microbiologia Molecular (LEMiMo) da Prof2. Dr2. llana L. B. C.
Camargo.

Cada extrato foi diluido em DMSO para a preparacao de uma solucéo estoque
100x concentrada. Posteriormente, a solucdo estoque foi diluida 1:100 em caldo
Mueller Hinton Cétion Ajustado (MHCA). A partir disso, cada composto foi testado a

J P/ D '062 RX QD PDLRU FRQFHQWUDOmMR HP
composto sem que houvesse precipitacdo, de acordo com o preconizado pelo CLSI
(2017). A adicao do inéculo foi realizada de acordo com CLSI (2015) para o método
de microdiluicdo em caldo. Para os controles negativo e positivo, foram adicionados
caldo Mueller Hinton Cétion Ajustado 1% DMSO. No controle negativo, havia apenas
0 meio de cultura caldo Mueller Hinton Cétion Ajustado 1% DMSO, sem bactéria, para
mostrar que ndo houve contaminacdo do mesmo. No controle positivo foi adicionado
bactéria sem o0 composto para se observar o crescimento da mesma em caldo Mueller
Hinton Cétion Ajustado 1% DMSO.

A incubacéo foi realizada a 37°C e a leitura visual dos resultados foi feita apés
24h. Quando nao houve crescimento bacteriano, a triagem foi considerada positiva, 0
gue indica que houve atividade antibacteriana na concentracéo testada. Neste caso,
a concentracao inibitéria minima pode ser 512 J P/ RX PHQRV 7
Quando houve crescimento bacteriano, a triagem foi considerada negativa o que
indica que ndo ha atividade antibacteriana na concentracdo testada. A triagem
negativa nao exclui a possibilidade deste composto apresentar atividade
antibacteriana em concentra¢cées maiores, por isso, 0 resultado € expresso como

> J P /’Os testes foram realizados em duplicata.

TXH IF
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3.2.2 Ensaio citotéxico

O ensaio foi realizado pela aluna: Simone A. Teixeira do Laboratorio de
Farmacologia de Produtos Naturais Marinhos da Prof2. Dr2. Leticia Lotufo.

Foram plaqueadas 6 x 103 células por poco, em placas de 96 pocos (3 x 104
FpOXODV P/ HP /| GH PHLR $SuBstdhcias foRatd Bdiciomatfas em
FRQFHQWUDO}HV GH J P/ H J P/ FDGD FRQFHQWUDOMF
por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulfoxido
(DMSO) como controle negativo.

Apoés 72 horas de incubacéo, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura
contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi removido, e
apos secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi
GLVVROYLGR HP /| GH '062 fdi rDeddi& ¥ R70 Brk QMokrDann,
1983). Os valores de concentracao inibitéria média (ICso) considerando intervalos de
confianca de 95% foram calculados por regresséo néo linear usando GraphPad Prism
5.

3.2.3 Triagem pontual de inibidores para a enzima calicreina (KLK1)

O ensaio foi realizado pela aluna: Me. Daniella Romano de Carvalho no Grupo
de cromatografia de bioafinidade e produtos naturais da Profa. Dra. Carmen Lucia
Cardoso.

Os compostos foram solubilizados em metanol e foram preparadas solugdes
estoque de 5 mg/mL para cada composto. A triagem pontual dos compostos foi
UHDOL]DGD j FRQFHQWUDOmMR IL[D GH J P/

Os compostos foram submetidos ao ensaio de inibicdo para a enzima calicreina
KLK1 (pancreas do porco) covalentemente imobilizada em suporte de NHS-
Sepharose.

O ensaio de inibicdo foi realizado em microplacas pretas de 96 pocos,
empregando o substrato fluorogénico N-Cbz-Phe-Arg-7-amido-4-metil-cumarina H*. A
atividade enzimética foi monitorada utilizando um leitor de microplacas com deteccao
por fluorescéncia (SpectraMax® i3x; Molecular Devices, USA). As analises foram
realizadas com comprimento de onda de excitacdo e emisséo de 380 nm e 440 nm,

respectivamente, a 37 °C por 30 minutos.
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As reagOes enzimaticas foram realizadas em tampéo TRIS-HCI 50 mmol L%, pH
8,0, na presenca de substrato 20,0 umol/L, em um volume final de 200 pL. Os
compostos foram avaliados em concentracdo final de 50,0 pg/mL. O peptideo
Leupeptina (N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-argininal), em concentragdo final de 50,0
pmol/L, foi utilizado como inibidor padréo. As analises foram realizadas em triplicata.

Em todas as reacdes foram incluidos controles utilizando NHS-Sepharose (sem
enzima) nas mesmas condi¢cfes de analise do ensaio acima citado.

Os percentuais de inibigdo foram obtidos de acordo com a equacao:

#A
+JE>KL srerEATsrrh
4

Onde:
A = atividade enzimatica na presenca do inibidor;

Ao = atividade enzimética na auséncia do inibidor.

3.2.4 Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de peixe

elétrico (AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEhu)

O ensaio foi realizado pela aluna: Me. Daniella Romano de Carvalho no Grupo
de cromatografia de bioafinidade e produtos naturais da Profa. Dra. Carmen LUcia
Cardoso.

Solucdes estoques de cada amostra foram preparadas solubilizando o contetdo
de cada Eppendorf em 1,0 mL de metanol. A solubilizacdo de cada solucao estoque
foi auxiliada por maceragéo em banho de ultrassom por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, cada solucao foi centrifugada por 5 min a 10.000 rpm. Solucdes de
trabalho (2,0 mg/mL) foram posteriormente preparadas em metanol.

As amostras foram submetidas ao ensaio de inibicdo para as enzimas
acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChEee) € butirilcolinesterase humana (BChEnu).

Para este ensaio foram utilizadas as enzimas AChEee (peixe elétrico) e BChEhu
(soro humano) imobilizadas covalentemente em capilar de silica fundida (30,0 cm x

PP | P GL VHQGR QRPIinQdizBdVCa@lesy Enzyme
Reactor) ICER-AChEee e ICER-BChEnu, respectivamente.

Os ICER-AChEee € ICER-BChEnu foram utilizados como biorreatores enzimaticos

acoplados individualmente entre um instrumento de cromatografia liquida de alta

performance (CLAE) e um espectrometro de massas (EM) formando um sistema on-
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flow para a realizagdo de ensaios de screening de inibidores enzimaticos. Neste
sistema a reacdo enzimatica € monitorada pela quantificacdo direta do produto de
hidrolise enzimatica m/z 104, utilizando a galantamina como inibidor padréo.

A triagem de inibicdo pontual foi conduzida da seguinte forma:

X Fase movel: solucdo de acetato de aménio 15,0 mm, ph 8,0;

X Vazéo de 0,05 ml/min;

Xx 9ROXPH GH LQMHomR O GD VROXomR FRQWHQGR

J PO GR FRPSRVWR FDQGLGDWR D LQLELGRU

X Inibidor padréo utilizado: galantamina (100,0 pum).

A partir de cada solugéao estoque de cada um dos extratos (2,0 mg/mL) foram
aliquotados 10 pL (concentracéo final de 200 pg/mL) e adicionados 20 puL da solucéo
estoque de ACh 350,0 uM (concentracgao final de 70,0 uM) e 70 pL da solucédo de
acetato de amoénio 15,0 mM, pH 8,0. O volume final do meio reacional foi de 100 pL.
$V VROXo}HV IRUDP SUHSDUDGDV HP WULSOLFDWDV H DOt
sistema CLAE-EM contendo separadamente 0s ICER-AChEee € ICER-BChEhu.

Entre a analise de cada amostra foi realizado um controle positivo, que consiste
na avaliacdo da atividade enzimatica sem o composto candidato a inibidor, sendo o
meio reacional constituido por 70 pL da solucédo de acetato de aménio 15,0 mM, pH
8,0, 20 pL da solugcéo de ACh e 10 pL do solvente de solubilizacdo dos compostos
(metanol).

Também foi realizado um controle negativo, que consiste da avaliacdo de um
branco de cada composto na presenca do substrato da enzima, porém utilizando um
reator sem a enzima imobilizada (capilar vazio). Esse ensaio é realizado para avaliar
a interferéncia do composto na auto-hidrélise do substrato.

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a area da atividade da
enzima na presenca do inibidor (Pi) com a area da atividade da enzima na auséncia

de inibidor (Po), de acordo com a equacao abaixo:

2 5>
24|:5>strrh

@BEJESEL srrF dl

Onde:

Pi=area da atividade da enzima na presenca do inibidor;

Po = area da atividade da enzima na auséncia de inibidor;

Sh = é&rea da colina resultante da hidrélise espontanea do substrato (para esse

controle um capilar vazio foi utilizado).
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3.2.5 Capacidade de erradicacédo do biofilme formado por Staphylococcus epidermidis

Para a realizacdo deste ensaio, sdo usadas duas linhagens ATCC de S.
epidermidis. A linhagem 35984 é uma linhagem boa formadora de biofilme, enquanto
a linhagem 12228, é considerada uma mé formadora. A comparac¢éo da presenca de
biofilme entre elas apresentou diferenca significativa com p<0,05, mostrando que 0s
controles usados sao significativamente diferentes, em todos os casos. A capacidade
de erradicacdo do biofilme formado pelas linhagens S. epidermidis ATCC 35984 foi
analisada na presenca das 14 fracdes derivadas dos compostos SSR4 e SSR14.

Para isso, inoculou-se S. epidermidis ATCC 12228 (Controle negativo, ma
formadora de biofilme) e S. epidermidis ATCC 35984 (controle positivo, boa formadora
de biofilme) em Caldo BHI 0,75% glicose em diversas replicatas em microplaca de 96
pocos. A incubacéo foi feita a 37°C por 24 horas para a formacédo do biofilme. A
capacidade de erradicacdo do biofilme formado foi posteriormente testada apds a
formacéao do biofilme da S. epidermidis ATCC 35984.

Ap6s 24 horas a 37°C, retirou-se o meio de cultura com as bactérias
planctbénicas e lavou-se com solucéo fisiologica 0,85% para que permanecesse na
microplaca apenas o biofilme. Adicionou-se cada composto a maior concentracao
possivel, diluido em DMSO a 1% quando necessario, em meio BHI 0.75% glicose
fresco nos pocos onde houve formacéo de biofilme pela S. epidermidis ATCC 35984.
Como controle do crescimento do biofilme, 6 po¢cos com o controle positivo e 6 com
negativo receberam apenas caldo BHI 0.75% glicose, acrescido de 1% DMSO quando
necessario. Incubou-se a 37°C por mais 24 horas. Essa segunda etapa permitiu a
erradicacao do biofilme pelo composto.

Apés as 24 horas, para quantificacdo do biofilme, os pocos foram lavados
diversas vezes e corados com cristal violeta. Apés etapas de lavagens e retirada do
cristal violeta em excesso, foi feita a remocéo do cristal violeta com etanol:acetona
(80:20) que foi transferido para uma outra microplaca para quantificacédo indireta do
biofilme a 595 nm. O controle do ensaio foi baseado na comparacdo da média das
absorbancias do biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 e da média das absorbancias
do biofilme de S. epidermidis ATCC 12228, ambos sem composto. A comparacao das
médias foi realizada pelo Teste-T Student, cujo valor p<0.05 prova a diferenca
significativa entre duas medias de duas amostras diferentes. Quanto a capacidade do

composto em erradicar o biofilme, a analise dos dados foi feita com base na
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comparacao da producgéao de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 sem composto
e com S. epidermidis ATCC 35984 com composto. Para isso, utilizou-se a média das
replicatas e o desvio padrao foi feito para analise da coeréncia entre as replicatas.
Para a analise estatistica foram realizadas analises de variancia (ANOVA) da média
de absorbéancia da producéao de biofilme pela linhagem S. epidermidis ATCC 35984
sem composto e das meédias de absorbancia das producdes de biofilme pela S.
epidermidis ATCC 35984 com cada composto. Quando a andlise de variancia tem

valor de P < 0.05 indica uma diferencga significativa entre as duas amostras.

3.3 Molecular Networking

Para obtengcdo do Molecular Network foi utilizado uma abordagem Feature
Based Molecular Networking (FBMN), que envolve a organiza¢gao dos dados MS/MS
(espectros) em uma rede com base na similaridade dos padrdes de fragmentacao
(NOTHIAS et al. 2020).

Cada nodo dentro da rede representa uma colecdo de espectros
compartilihando o mesmo ion precursor, e as relagcbes entre os nodos sao
determinadas pelo grau de similaridade entre os espectros. Para isso foi utilizado a
plataforma online gratuita Global Natural Products Social Molecular Networking
(GNPS).

4 RESULTADOS e DISCUSSOES

4.1 Tratamento dos dados cromatogréaficos dos extratos dos fungos das raizes
de S. spectabilis

Nos dados brutos dos 14 extratos, foram realizadas andlises nao-
supervisionadas (PCA e HCA) com o objetivo de visualizar a tendéncia de
agrupamento das amostras. Para tal, foi realizado um pré-processamento nos dados
brutos (Figura 12) para melhorar a qualidade das analises posteriores (PCA e HCA),
como por exemplo, a correcdo da linha de base utilizando o algoritmo airPLS,
alinhamento com o algoritmo CCOW, foi determinado também que todos 0s picos séo
igualmente importantes para a analise. Para isso, foram utilizados os cromatogramas

resultantes da soma de todos os comprimentos de onda (190 a 800 nm), dessa forma



48

conserva-se os dados quimicos presentes nessa faixa de comprimento de onda e

diminui a complexidade e custo computacional.

Figura 12 +Cromatogramas dos 14 fungos sem aplicacédo de pré-tratamento.

A figura acima apresenta a sobreposicado de todos os cromatogramas (14 no
total) obtidos dos extratos. Nesse ponto ainda n&o foi realizado nenhum tratamento.
Esse tipo de pré-tratamento € (til para aumentar a capacidade de extracdo de
informacgdes importantes presentes nesses dados. Ele consiste em correcdo espectral
das amostras, no intuito de suavizar possiveis variagdes como ruidos ou interferentes.
Tem o propdsito de apontar as variancias dispostas no grupo amostral, traduzindo em
um menor conjunto amostral com informacfes mais relevantes, reduzindo assim
informacgdes indesejaveis que poderiam interferir na constru¢cdo dos modelos, os
tornando mais robustos e livres de informacdes indesejadas (FERREIRA, 2015).

A Figura 13 mostra a mesma sobreposicdo de dados apds a aplicacdo dos
algoritmos ja citados que melhoram a resolucdo dos cromatogramas facilitando a
analise de agrupamento hierarquico, retirando quaisquer distirbios que possa

dificultar esse agrupamento.

Figur a 13 +Cromatogramas apos a aplicacdo do pré-tratamento.
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Analisando ambas as Figuras 12 e 13, é visivel a diferenca entre a qualidade
dos dados antes e depois do pré-tratamento. Vale ressaltar que os tempos de
retencao inferiores a 2 min e superiores a 48 min foram retirados, mantendo apenas

os tempos de retenc@o onde se encontram as bandas cromatograficas de interesse.

4.1.1 Analise de agrupamento hierarquico (HCA em inglés)

Em seguida ao tratamento inicial dos dados, foi realizada a aplicacéo da anélise
de agrupamento hierarquico (HCA) que consiste em constatar as semelhancas entre
as amostras, baseando-se nos tempos de retencdo e intensidade das bandas
cromatograficas na faixa de comprimento de onda de 190 a 800 nm, calculou-se a
similaridade a partir da distancia euclidiana entre as amostras no espaco das
variaveis, resultando em um gréfico bidimensional chamado dendograma (Figura 14),
onde os dados foram plotados em triplicata para que o tamanho da amostra seja
maior, e maior seja sua relevancia, sendo assim, menor a chance dos resultados

serem apenas coincidéncias.

Figur a 14 tRepresentacao grafica da analise de agrupamento hierarquico.
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Analisando o grafico € possivel observar o agrupamento em 4 conjuntos
distintos classificando as 14 amostras, das quais 6 amostras estdo no grupo 1
representadas pelos fungos: SSR4, SSR5, SSR6, SSR8, SSR9 e SSR11, no grupo 2
constam 5 amostras, representando os fungos: SSR2, SSR7, SSR12, SSR13 e
SSR14, no grupo 3 constam 2 amostras, os fungos: SSR3 e SSR10 e por fim no grupo
4 apenas o fungo SSR1. Dessa maneira foi possivel observar que cada amostra

presente em um grupamento possui similaridade em sua composi¢cao quimica.

4.1.2 Analise de Componente Principal (PCA em inglés)

Na PCA os dados multivariados foram agrupados de acordo com as
similaridades observadas (perfil cromatografico), no entanto, outros recursos
matematicos foram empregados. Os dados multivariados foram projetados em
dimensbes menores, através de combinacfes lineares das variaveis originais,
formando as Componentes Principais (PC). Para isto, a matriz de dados originais foi
aproximada para duas matrizes menores: as matrizes de escores e de pesos, Visto
gue seu objetivo foi redimensionar e comprimir os dados. Assim, como resultados da
PCA foram obtidos graficos bi ou tridimensionais de escores ou pesos (Figura 15)
(SOUZA et al, 2006). Cada PC (do inglés Principal Components) teve a finalidade de
explicar a variancia presente nas informagdes da matriz de dados. Assim, cada PC foi
o resultado da decomposi¢cao da matriz de dados, sendo que a PC1 foi o resultado da
primeira decomposicédo, a PC2 foi o resultado do residuo da primeira decomposicao e
a PC3 foi o resultado do residuo da segunda e assim por diante. Dessa maneira, a
PC1 é a que sempre explica a maior parte das informacdes presentes na matriz de
dados. E por consequéncia, a somatoria das PC tendem ao 100%, que demonstra que
cada componente principal conseguiu extrair o maximo de informacdes presentes no

conjunto de dados.
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Figura 15 * Grafico dos scores PC1 versus PC2, para classificacdo das
amostras.

O gréfico de scores (Figura 15) apresenta a disposi¢cao espacial das amostras
em relag@o aos seus respectivos agrupamentos, ou seja, as amostras que possuem
menor variancia entre si estdo mais proximas, enquanto que as amostras que
possuem maior variancia estdo mais espacadas. Cada linha da matriz de dados
(cromatogramas) € representada como um ponto no grafico. Em termos geométricos
a funcdo das componentes principais é descrever a variacdo ou espalhamento entre
0s pontos usando o menor nimero possivel de eixos. O PCA pode propiciar, através
deste grafico a identificacdo da existéncia de padrdes de similaridade existentes em
dados de um conjunto das amostras analisadas. Observou-se maior agrupamento nos
grupos 1 e 2, e maior dispersdo dos representantes dos grupos 3 e 4. Por meio da
PC2, foi possivel separar os grupos 1 e 4, dos grupos 2 e 3. J4 a PCL1 foi capaz de
separar 0s grupos 3 e 4 do grupo 1.

Analisando os gréficos, identificou-se a mesma classificagédo presente no HCA,
contendo 4 grupos, onde o grupo 4 foi classificado como outlier (possui menor
similaridade com os demais agrupamentos).

Entdo, com base nas informacbes obtidas a partir de ambos o0s
processamentos, foi possivel identificar a presenca de quatro agrupamentos fangicos.
Para aumentar a diversidade quimica e possibilitar um estudo mais aprofundado, dois
fungos foram selecionados para a continuidade do trabalho como representantes dos

isolados, com foco nos extratos que demonstraram maior atividade biologica.
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4.2 Analises bioldgicas

4.2.1 Atividade antibacteriana

A disseminacéo generalizada de antimicrobianos em setores como a medicina
humana, agropecuaria e medicina veterinaria contribuiu para o aumento alarmante de
bactérias resistentes. Essa resisténcia representa uma ameaca significativa a saude
humana, animal e ao equilibrio dos ecossistemas. Ambientes cruciais, como a agua,
frequentemente recebem residuos provenientes de diversas fontes humanas,
incluindo residéncias, industrias e hospitais. Esses residuos, por vezes, contém
concentracfes elevadas de antibidticos, os quais podem ser liberados na agua ou no
solo, propiciando a emergéncia de linhagens de bactérias super-resistentes. Segundo
a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), estima-se que até 2050 todos os
antibidticos comumente utilizados perderao totalmente sua eficacia, causando cerca
de 10 milhdes de 6bitos por ano decorrente da resisténcia antimicrobiana (RAM)
(BUENO et al., 2018; BENTES et al. 2023).

Diante desse contexto, torna-se inegavel a realizacdo de pesquisas com foco
na identificacdo de novos metabdlitos que sejam capazes de combater esses
microrganismos. Essa busca por solucfes inovadoras € essencial para atender as
demandas urgentes da sociedade, visando atenuar 0s impactos negativos da
resisténcia bacteriana nos diversos setores que afetam diretamente a saude publica
e a sustentabilidade do meio ambiente.

Diante o exposto foi realizado ensaio de atividade antibacteriana contra as
espécies de bactérias S. epidermidis (ATCC 35984); S. aureus (ATCC 25923);
E. faecalis (ATCC 29212); E. faecium (700221); K. pneumoniae (700603); E. coli
(ATCC 25922); A. baumannii (ATCC 19606); e P. aeruginosa (ATCC 27853).

Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5, que correspondem a
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM), onde a concentragdo inibitoria
minima representa a concentracdo mais baixa do extrato que impede o crescimento
visivel de uma bactéria (atividade bacteriostatica) (TRIPATHI, 2018).

De acordo com esse ensaio, todos os valores superiores ou iguais a 512 pg/mL
nao apresentaram atividade antibacteriana, assim, avaliando os dados obtidos, o

Unico extrato que apresentou valor bi o fungo classificado como SSR9 frente a
espécie E. coli, ja os demais extratos ndo apresentaram nenhuma atividade frente as

bactérias utilizadas. Esse extrato foi obtido de um fungo do género Fusarium, que na



53

literatura constam trabalhos evidenciando a producao de metabdlitos que apresentam
a capacidade de inibir o crescimento de certos tipos de bactérias, como por exemplo
0 peptideo Trtesin e derivados do acido tetramico (TEJESVI et al. 2013;
RATNAWEERA et al. 2015).

4.2.2 Andlise de citotoxicidade em células tumorais de colorretal humano

O cancer permanece uma enfermidade complexa e frequentemente letal, sendo
gue uma significativa proporcéo de agentes terapéuticos utilizados na quimioterapia e
guimioprevencao origina-se de produtos naturais. Esses compostos desempenham
um papel crucial no arsenal de farmacos quimioterapéuticos, podendo ser combinados
de maneira sinérgica com drogas ja empregadas, resultando em estratégias
terapéuticas mais eficazes. A relevancia continua desses produtos naturais é
destacada por diversos estudos (BISHAYEE; SETHI, 2016; CHAN, et al., 2023),
sublinhando a necessidade de uma atencéo substancial a essa abordagem. Assim,
torna-se impreterivel conduzir uma analise citotoxica dos extratos obtidos neste
estudo, contribuindo para a incessante busca por novos agentes quimioterapéuticos
e reforcando a importancia continua da pesquisa nessa area promissora.

Nesse contexto a Figura 16, bem como a Tabela 5, mostram os percentuais de
inibicdo do crescimento celular das amostras testadas em linhagem de carcinoma
colorretal humano (HCT116), linha escolhida por ser o terceiro tipo de cancer mais
comum no mundo, representando aproximadamente 10% de todos os casos de
cancer e é a segunda principal causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o
mundo, segunda a OMS. Como observado, todas as amostras demonstraram
potencial de inibicAo com percentual superior a 75% do crescimento celular quando
testadas na concentracdo de 50 pg/mL. J& quando os extratos foram testados na
concentragdo de 5 pg/mL, somente as trés amostras apresentaram percentuais de
inibicdo do crescimento celular superior a 75%, sendo as amostras SSR3, SSR4 e
SSR14.



Figura 16 zInibicdo do crescimento celular (%) das amostras SSR1 a SSR14
em linhagem de carcinoma de colorretal humano (HCT116), com
as concentracdes de 5 pg/mL e 50 pg/mL (média + SEM) (n=3).

Tabela 5 - Inibicdo do crescimento celular (%) das amostras SSR1 a SSR14 em
linhagem de carcinoma de colorretal humano (HCT116), com as
concentracdes de 5 ug/mL e 50 pg/mL (média + SEM; n=3).

Concentragoes
Amostras 5 pg/mL 50 pg/mL

Média SEM Média SEM
SSR1 28,49 8,57 101,61 1,26
SSR2 8,05 10,96 102,91 0,80
SSR3 96,68 1,46 103,07 1,02
SSR4 97,17 0,96 96,67 2,39
SSR5 5,94 3,81 94,80 1,95
SSR6 58,13 6,39 103,63 0,70
SSR7 37,71 11,20 103,99 0,68
SSR8 7,10 7,08 101,24 1,32
SSR9 14,85 10,12 100,63 3,57
SSR10 12,09 11,18 83,06 2,91
SSR11 17,76 6,88 102,69 0,33
SSR12 19,96 1,51 82,43 5,93
SSR13 45,65 15,37 103,03 0,30

SSR14 74,35 13,17 97,98 2,13
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Foi possivel observar que as amostras testadas apresentaram um importante
potencial de inibicdo de crescimento celular de linhagem HCT116. As amostras SSR3,
SSR4 e SSR14 se destacaram ao apresentar mais de 75% de inibicdo do crescimento
celular na dose de 5 pg/mL, resultado consistente com a literatura, que relata a
citotoxicidade de metabdlitos secundarios frente a vérias linhagens de células
tumorais. Exemplos desses compostos incluem naftoquinonas, esteroides e
depsipeptideos, comumente produzidos por fungos do género Fusarium
(CHOUDHARY et al., 2017; JAROLIM et al., 2017; TRINIDAD-CALDERON et al.,
2023). Dados da literatura indicam que extratos e fracbes sdo considerados ativos
guando inibem pelo menos 75% da proliferacéo celular e apresentam valores de CI50
inferiores a 30 pg/mL (SUFFNES & PELUZO, 1990; BOIK, 2001). Estudos apontam a
presenca de compostos como beauvericina e eniatina como 0s responsaveis pela
atividade anti-cancer, como por exemplo cancer de prostata, cancer de mama (ZHAN
et al. 2007). Segundo esses estudos a inducdo da morte das células se da pelo
acréscimo da concentracédo de Ca?* intracelular, através carregamento pela molécula
da beauvericina / eniatina. Os dados obtidos neste estudo indicam que este cenario
pode ser observado nos extratos analisados em relagdo as células de carcinoma

colorretal humano.

4.2.3 Triagem pontual de inibidores para a enzima calicreina (KLK1)

A KLK1 destaca-se como a enzima com funcionalidades mais elucidadas dentre
as KLKs teciduais. Seu papel é crucial no sistema calicreina-cinina, influenciando
processos vitais como inflamacéo, vasodilatacdo, contracdo de musculo liso, controle
da presséao sanguinea, regulacdo do fluxo sanguineo e permeabilidade vascular. Além
disso, a KLK1 esta envolvida na inducao de broncoconstricdo e hipersecrecéo de
muco, desempenhando fun¢des de relevo em diversos tecidos, especialmente nos
sistemas renal, cardiovascular e pancreéatico (ANDREAS; SEBASTIAN; PETER, 1999;
KASHUBA et al., 2013; PRASSAS et al., 2015; KRYZA et al., 2016). Essa abordagem
multifacetada da KLK1 sublinha sua importancia em uma variedade de processos
fisioldgicos, consolidando-a como uma peca chave nos mecanismos de regulacdo e
homeostase em diferentes sistemas do organismo. Alteracées na expressédo dessa

enzima, estao relacionadas ao tumor estromal gastrounterstinal (GIST) (DOMINEK et
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al., 2010), obstrucdo critica da artéria cardtida (PORCU et al., 2002), ateroma e
doenca arterial coronariana (YAO et al. 2013).

Em consequéncia do envolvimento dessas enzimas em patologias que afetam o
ser humano, é importante a busca por moléculas que possam atuar na inibicdo dessas
enzimas, oferecendo tratamento ou até mesmo cura para essas condi¢des
(COPELAND, 2013).

A partir desse contexto, avaliar a capacidade de inibicdo dessa enzima € muito
importante, visando a busca por novos medicamentos de fontes naturais.

A Tabela 6 exibe os resultados obtidos para o ensaio de triagem pontual dos

extratos dos fungos isolados na concentracao final de 50 pg/mL.

Tabela 6 =* Resultados do ensaio de triagem pontual para a
enzima calicreina (KLK1).

Compostos % inibicao
Leupeptina? 99,4+0,2
SSR1 31,1+6,8
SSR2 56+1,5
SSR3 38,3+1,8
SSR4 39,5+1,6
SSR5 1,0+£1,3
SSR6 29,1+0,7
SSR7 8,2+1,0
SSR8 2,7+1,8
SSR9 18,3+ 1,6
SSR10 13,8+ 19
SSR11 252+24
SSR12 179+21
SSR13 234+23
SSR14 179+ 2,0

& Inibidor padréo de calicreina.

Quando comparado os valores de inibicdo dos extratos com o do composto
padrdo leupeptina para esse tipo de acao, ndo é evidenciado capacidade de inibicéo

eficiente da enzima (KLK1). Nenhum extrato promoveu uma inibicido expressiva
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(levando em consideracdo o valor apresentado pelo composto padréo), alguns
extratos apresentaram percentuais de inibicdo proximos a 40%, como 0s extratos
SSR1, SSR3, SRR4, que apresentaram inibicdo de 31,1%, 38,3% e 39,5%
respectivamente, o que sugere uma baixa capacidade de inibicdo da enzima calicreina
(KLK1) quando comparado com a leupeptina. Poucas informacgdes foram encontradas
na literatura a respeito deste ensaio. Os dados disponiveis indicam de forma geral que
compostos provenientes de extratos de fungos do género Fusarium possuem
potencial de inibicdo enzimética, conforme discutido na se¢éo 1.5. O fungo Fusarium
oxysporum, em particular, produz uma ampla variedade de compostos, sendo que
neste estudo foi observada a predominancia de ciclodepsipeptideos, como
beauvericina e eniatina. Esses compostos podem estar relacionados a capacidade de
inibicdo de enzimas, como a calicreina. Estudos anteriores, como os de Goettig,
Magdolen e Brandstetter (2010), apontam para a presenca de inibidores de KLKs
baseados em peptideos, que demonstraram atividade inibitéria com um valor de IC50
de 1,4 uM.

Conforme exposto por Trinidad-Calderén et al. (2023), compostos como 0s
ciclodepsepeptideo/depsipeptideo apresentam capacidade de inibicdo de diversas
enzimas, 0 que pode sugerir a interacdo entre esses compostos com a enzima
calicreina. Outro trabalho apresentou informacdes sobre a interacdo tanto da
beauvericina quanto da eniatina com a colesterol aciltransferase (acil-CoA) (TOMODA
et al. 1992). Além destes compostos, outros como terpendides (MONTEIRO et al.
2017; HUNG et al. 2011), esteroides (ZHANG et al. 2012) demonstram atividades
inibitérias frente diversas enzimas, compostos que estdo presentes nos extratos de F.
oxysporum. Esses dados sugerem que, por ser uma matriz complexa composta por
diversos compostos, 0 extrato pode exercer sua atividade de forma sinérgica. No
entanto, mesmo em menores quantidades, esses compostos podem ser responsaveis

pela atividade observada.

4.2.4 Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de peixe
elétrico (AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEhu)

As colinesterases compdem um grupo de enzimas esterases com a funcao de
catalisar a hidrolise da acetilcolina em colina e acido acético. Esse grupo se divide em

dois tipos principais: a acetilcolinesterase (AChE) e a utirilcolinesterase (BuChE).
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Ambas séo glicoproteinas homologas, compartilhando cerca de 50% de identidade
sequencial, mas diferem em termos de distribuicéo nos tecidos, propriedades cinéticas
e especificidade de substratos. (CIRIELLO; LO MAGRO; GUERRIERI, 2018). A AChE
€ predominantemente encontrada no sistema nervoso central, expressa por neurénios
nos musculos esqueléticos e na membrana dos eritrécitos. Por outro lado, a BuChE
estd associada as células gliais e € predominantemente presente no plasma
sanguineo (LI; HAI; ZHOU; DONG, 2015)

Os inibidores de colinesterase séo reconhecidos como tratamento oficial para a
deméncia de Alzheimer, sendo prescritos ndo apenas para essa condicdo, mas
também para disturbios psiquiatricos e diversas doencas neurologicas, incluindo
doenca de Huntington, arteriopatia cerebral autossdmica dominante com infartos
subcorticais e leucoencefalopatia, deméncia frontotemporal, deméncia na esclerose
multipla e paralisia supranuclear progressiva (GREIG; LAHIRI; SAMBAMURTI, 2002).
Durante o desenvolvimento do Alzheimer, observa-se uma diminuicdo nos niveis de
AChE no sistema nervoso central, ao passo que a atividade da BuChE aumenta
progressivamente. Como resultado, a BuChE passa a desempenhar um papel
predominante na regulacdo da acetilcolina. Estudos realizados em modelos de
camundongos com Alzheimer sugerem que a BUChE pode contribuir para a etiologia
da doenca, especialmente na formacdo de placas amildides (GREIG; LAHIRI,
SAMBAMURTI, 2002; ELDUFANI; BLAISE, 2019).

Nesse contexto, agentes que inibem tanto a AChE quanto a BuChE, conhecidos
como inibidores duplos, como a rivastigmina, oferecem beneficios significativos aos
pacientes com deméncia. Esses medicamentos atuam reduzindo o efeito
compensatoério da hidrolise de acetilcolina pela BUChE quando os niveis de AChE
estdo diminuidos, proporcionando assim uma abordagem terapéutica mais
abrangente (SHARMA, 2019).

A patrtir disso, foram utilizados os extratos para teste de inibicdo das enzimas
descritas. Os resultados obtidos desse ensaio de triagem pontual, utilizaram o0s
compostos em concentracéo final de 200 pg/mL, que estdo apresentados na tabela a

seguir.
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Tabela 7 - Resultados dos ensaios de triagem pontual para as
enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChEee)

e butirilcolinesterase humana (BChEhu).

Compostos % Inibicao
ICER-AChE ce ICER-BChE

Galantamina® 99,3+0,9 99,7+0,1
SSR1 51,7+ 3,1 359+1,8
SSR2 45,3+0,5 39,5+£2,0
SSR3 64,1+6,1 42,3+25
SSR4 64,7 =+ 3,8 40,6 £ 2,9
SSR5 32,8+0,7 40,9+1,2
SSR6 57,3+ 3,3 38,9+26
SSR7 56,2+ 1,6 50,7+ 3,4
SSR8 542+ 1.4 43,0+ 0,7
SSR9 52,8+ 2,0 499+1,7
SSR10 61,4+ 3,9 457+ 2,4
SSR11 52,4+ 1,7 51,3+ 2,9
SSR12 31,8+ 1,2 48,4 + 3,2
SSR13 71,4+1,8 47,8 £ 3,0
SSR14 769+1,1 52,7+29

2 Inibidor padréo de AChEee € BChEhu

Todos os extratos foram testados para inibicdo das enzimas AChEee € BChEhu.

Conforme descrito na Tabela 7, a capacidade de inibicdo néo foi proxima ao inibidor
padrao utilizado, porém, apresentou valores que indicam uma capacidade de inibi¢cao
relevante. Apenas as amostras SSR2 e SSR5 apresentaram valores abaixo de 50%
de inibicdo das enzimas, os demais foram todos acima desse valor, com valores mais
significativos nas amostras SSR3, SSR4, SSR10, SSR13 e SSR14, todos com
porcentagem de inibicdo acima de 60 %, sendo que os extratos SSR13 e SSR14
obtiveram os resultados mais eficazes com 71,4 % e 76,9 % respectivamente. Mesmo
nao igualando ou superando a galantamina, por se tratar de extratos em comparacao
com uma substancia pura, ainda assim foram resultados importantes.

Conforme descrito na discussdo do ensaio de inibicdo da enzima calicreina,
nenhum dado relevante foi encontrado sobre a avaliagdo de extratos de F. oxysporum

frente a essas enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, e de mesma forma,
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vale ressaltar que, com base na composi¢cdo dos extratos de F. oxysporum, ha a
ocorréncia de compostos que apresentam atividades frente a diversas enzimas
(TOMODA et al. 1992; MONTEIRO et al. 2017; HUNG et al. 2011; ZHANG et al. 2012),
e a presenca de compostos polifendlicos apresentam afinidade de interacdo com a
acetilcolinesterase (FERREIRA; SANTOS; PEREIRA, 2020) o que pode corroborar

com as percentagens de inibicdo obtidas para este ensaio.

4.2.5 Capacidade de reducéo do biofilme

As infeccBes bacterianas representam uma ameaca a saude publica global,
com a crise agravada pela emergéncia e disseminacdo de cepas bacterianas
resistentes a medicamentos (FALAGAS et al. 2005).

Um estado de crescimento proeminente para microrganismos, presente em
90% ou mais das cepas bacterianas, é o biofilme. Esses agrupamentos heterogéneos
de micrébios associados a superficie formam uma matriz composta por
polissacarideos, proteinas e DNA. A deteccdo de quoérum, um canal de comunicacao
bacteriana inter e intracelular, desempenha um papel significativo no desenvolvimento
do biofilme, conferindo resisténcia adaptativa as bactérias residentes (MASAK et al.
2014; LI; LEE, 2017).

Ao contrario das bactérias planctdnicas, as que residem no biofilme
apresentam uma resisténcia adaptativa aos antibiéticos, constituindo um desafio
significativo para o tratamento de infecgdes cronicas (MASAK et al. 2014; LI; LEE,
2017). A matriz do biofilme atua como uma barreira fisica aos medicamentos,
proporcionando um ambiente seguro para a sobrevivéncia dos microrganismos.
Bactérias como P. aeruginosa, S. epidermidis, Mycobacterium tuberculosis e
Mycoplasma pneumoniae representam seérias crises de saude devido a sua
resisténcia aos antimicrobianos e as respostas imunoldgicas (DAVIES, 2003).

O biofilme € uma congregac¢do de microrganismos onde as células planctdnicas
aderem-se a uma superficie (CHEW et al. 2014). Essas colonias agregadas séo
geralmente revestidas por uma substancia polimérica extracelular (EPS), uma matriz
também conhecida como lodo (embora nem todo lodo seja considerado biofilme),
composta principalmente de proteinas, sacarideos extracelulares e DNA (DAVEY;
297221 ( 2/,9(,5%$ HW DO -seVaNeD & hh@fbllégihXdos

biofilmes nas microcolonias € influenciada pelo fluxo de fluidos, composicao
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nutricional e moléculas mensageiras, como hormonios, utilizadas para comunicacao
bacteriana (DAVIES et al. 1998; HUBER et al. 2002). Os biofiimes podem se formar
em superficies vivas e nao vivas, sendo comuns tanto na natureza quanto em
instalagbes de saude.

Diante desse cenario, € imperativo conceber novas abordagens para combater
a formacéao de biofilmes microbianos. Pesquisas indicam que medicamentos naturais
demonstram eficacia no combate a resisténcia a medicamentos e a doencas
associadas ao biofilme (TAN; VANITHA, 2004). Além disso, produtos naturais
desempenham um papel crucial na profilaxia de doencgas infecciosas, com plantas
chinesas como escutelaria (Scutellaria baicalensi) e tussilago (Tussilago farfara)
sendo frequentemente consideradas no tratamento de infec¢des bacterianas (LU et
al., 2019). Outras estratégias incluem terapia fagica, inibidores do sistema de
deteccdo de quorum, terapia com anticorpos, terapéutica com peptideos
antimicrobianos, materiais inteligentes responsivos a estimulos e nanotecnologia.
Compostos antibiofiimes naturais recém-identificados oferecem perspectivas
promissoras para o tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias associadas ao
biofilme e bactérias patogénicas.

Os extratos de F. oxysporum foram analisados frente as espécies S.
epidermidis ATCC 35984, S. epidermidis ATCC 12228 e S. aureus ATCC 8095, S.
aureus ATCC 25923, onde as linhagens de S. epidermidis ATCC 35984 e S. aureus
ATCC 8095 sao eficientes formadoras de biofilme, enquanto as linhagens S. aureus
ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 ndo séao eficientes formadoras de biofilme,
a comparacao da formacao de biofilme entre elas apresentou diferenca significativa
com p < 0,0001.

A capacidade de erradicacéo do biofilme formado pelas S. epidermidis ATCC
35984 e S. epidermidis ATCC 12228 foi analisada para 5 extratos na concentracdo de
512 pg/mL (Figura 17). A capacidade de erradicagcao do biofilme para cada composto
€ apresentada no valor de porcentagem acima de cada coluna do grafico e com seu

erro associado representados na Tabela 8.



62

Tabela 8 - Capacidade de reducao do biofilme formado por S. epidermidis ATCC

35984
Composto GH UHGXomR D |
SSR1 N.D.
SSR2 73+9
SSR4 74+5
SSR6 71+18
SSR12 44 + 54

Figura 17 zQuantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de
tratado com o extrato SSR1 a 512 pg/mL e extratos SSR2, SSR4,
SSR6 e SSR12 a 512 pg/mL.

A capacidade de erradicacdo do biofilme formado pela S. aureus ATCC 8095
foi analisada para 5 extratos a 512 pg/mL (Figuras 18). A capacidade de erradicacéo
do biofilme para cada composto é apresentada no valor de porcentagem acima de

cada coluna do gréafico e com seu erro associado representado na Tabela 9.

Tabela 9 tCapacidade de reducéo do biofilme formado por S. aureus

ATCC 8095
Composto GH UHGXomR D
SSR1 69 +21
SSR2 837
SSR4 66 + 13
SSR6 78+9

SSR12 66 + 19
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Figura 18 £ Quantidade de biofilme da S. aureus ATCC 8095 depois de
tratado com o extrato SSR1 a 512 pg/mL e SSR2, SSR4, SSR6 e
SSR12 a 512 pg/mL.

Os ensaios foram realizados frente as linhagens com maior capacidade de
producdo de biofilmes. Para a linhagem S. epidermidis ATCC 35984, os extratos
SSR3, SSR4 e SSR6 apresentaram percentual de erradicacao de biofilme maior que
70%. J& para a linhagem S. aureus ATCC 8095, todos os extratos testados
apresentaram porcentagem de reducdo de biofilme proximo ou acima de 70%.
Sugere-se que esses resultados podem estar associados a presenca majoritaria dos
compostos beauvericina e eniatina, que, segundo Juan-Garcia et al., (2015) e Wu et
al., (2018), apresentam atividade antibacteriana muito elevada, porém, em relacdo a
atividade de erradicacéo de biofilme, néo foi encontrado nenhum dado, sendo possivel
a sugerir gque 0s compostos beauvericina e eniatina sdo 0s responsaveis por essa
atividade (OLEIK et al. 2019).

4.3 Critérios para selecdo dos fungos

Todas as informacgdes constadas nas sec¢Oes 4.1 e 4.2 foram utilizadas para
a obtencdo de informacdes sobre os fungos isolados como também para a
determinacdo de qual ou quais fungos seriam utilizados para dar continuidade a
investigacao.

Baseando-se no agrupamento formado pela aplicacdo do PCA e do HCA, foi
determinado que escolher fungos de agrupamentos diferentes poderiam resultar em

dados distintos. Dessa forma, com os resultados iniciais dos ensaios biolégicos, foi



64

dado prioridade aos extratos que apresentaram resultados significativos que foram os
extratos SSR4 e SSR14.

Entdo, a partir desta selecdo, foi necessario um novo crescimento para
obtencdo de maior massa de extrato para a realizagdo de novas analises de ensaios
bioldgicos, que neste caso, foram escolhidos os ensaios de erradicacdo de biofilme e
atividade antibacteriana. Os dados que seguem sao referentes somente aos extratos
escolhidos (SSR4 e SSR14). Foi realizado crescimento em escala ampliada, utilizando
um total de 60 Erlenmeyers para cada fungo, o que gerou aproximadamente 20,0 L
de extrato bruto para cada fungo.

Vale ressaltar que até entdo nao havia sido feita a identificacdo genética dos
fungos isolados, dessa forma, a partir da selecdo dos extratos, a sua identificacdo

genética foi realizada.

4.4 Identificacdo genética dos fungos selecionados

A identificacdo genética dos fungos foi obtida através do software MEGA 7,
por uma sequéncia consenso, que foi comparada com sequéncias obtidas do banco
de dados GenBank por intermédio da ferramenta NBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias que compartilhavam 97% ou mais de
similaridade foram identificadas como a mesma espécie.

Para ambos os fungos SSR4 e SSR14, obteve-se 100% de identidade com
Fusarium oxysporum. Ambas as linhagens fungicas foram identificadas pelo método
de sequenciamento da regido do espacador transcrito interno, ITS, utilizando os
primers ITS1 e NL4. Os amplicons foram purificados e sequenciados pelo método
Sanger, pelo Prof. Dr. Marcos Antbnio Soares do Departamento de Boténica e
Ecologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT)
(DE SIQUEIRA, 2017).

A variabilidade genética dentro da mesma espécie € muito comum em fungos
e € demonstrada através das formas especiais (formae specialis ou f. sp.), que séo
variacdes intraespecificas comumente associadas a diferentes expressdes genéticas
induzidas pela rede de intera¢do dos fungos com seus ambientes bidticos e abibticos
(ELDER-HERMANN, 2019).

Sugere-se que as linhagens fungicas deste estudo podem ser formas especiais,

devido as diferencas morfolégicas observadas e resultados de atividades bioldgicas.
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Figura 19 zldentificacdo genética dos fungos endofiticos das raizes
de S. spectabilis.

4.5 Perfil cromatografico e proposta de fracionamento dos extratos SSR4 e
SSR14

A analise dos cromatogramas de ambos o0s extratos evidenciou uma alta
diversidade de compostos presentes, pois em todas as regibes do cromatograma
apresentaram diversos sinais, corroborando a alta complexidade de extratos

provenientes de microrganismos (Figura 20).
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Figura 20 - Perfil cromatografico dos extratos de fungos endofiticos das raizes de S.
spectabilis, obtidos por CLAE-DAD, no comprimento de onda de 254 nm (20a
+SSR4, 20b +SSR14).

Ao obter os cromatogramas dos novos extratos (SSR4 e SSR14), decidiu-se
realizar um pré-fracionamento, no qual os cromatogramas foram divididos em sec¢fes
(Figura 21). Essa abordagem permitiu a obtencéo de fragdes de menor complexidade,
visando avaliar cada uma delas em ensaios bioldgicos. O objetivo era identificar
possiveis variacdes na atividade bioloégica das fracbes, seja por aumento ou
diminuicdo de poténcia, e, assim, determinar quais compostos poderiam ser

responsaveis pelas atividades observadas nas etapas anteriores.
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Figura 21 +Proposta de fracionamento para os extratos de Fusarium
oxysporum a partir dos cromatogramas obtidos por CLAE-
DAD, no comprimento de onda de 254 nm.

A partir deste pré-fracionamento, cada fragéo foi analisada por CLAE-DAD para
obtencdo do perfil cromatografico (Figura 22) onde foi possivel realizar um
alinhamento entre os sinais observados nas fracdes, com os observados no extrato

bruto.
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Figura 22 zAlinhamento dos sinais cromatogréaficos observados nas fragfes e
no extrato bruto SSR4 e SSR14.

SSR4 SSR14

- FracGes - Fracdes
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Com esse alinhamento (Figura 22), fica mais evidentes quais sinais referentes
as fracbes estdo dispostos nos extratos brutos, possibilitando a visualizacdo de
gualquer sinal de interesse, como por exemplo, a confirmacédo de que o sinal mais
intenso na porcdo final do extrato bruto, corresponde a fracdo onde tanto a

beauvericina quanto a eniatina estao.

4.6 Reandlise em ensaios biologicos dos extratos SSR4 e SSR14

Apéds a selecdo e identificacdo dos novos extratos (SSR4 e SSR14), ambos
foram enviados para realizacao de novos ensaios bioldgicos. Assim, 0s extratos foram
avaliados quanto a inibicdo bacteriana e a erradicacéo de biofilme.

Ao reanalisar os extratos frente as linhagens bacterianas conforme constam na
Tabela 10, foi observado diferenca na variedade dos metabdlitos secundarios
presentes nesse novo extrato, comparado aos resultados anteriores, que mostrou
atividade frente a diversas espécies de bactérias em comparacdo com 0s extratos

iniciais.

Tabela 10 - Valores de inibicdo bacteriana dos novos extratos.

Linhagens bacterianas Gram -positivas Lin hagens Bacterianas Gram negativas
SSR4 SSR14 SSR4 SSR14

S. epidermidis ATCC ” ” K. pneumoniae ATCC >512 >512
35984 700603

S. aureus ATCC 25923 i " E. coli ATCC 25922 >512 >512

S. aureus ATCC 8095 ” ” A. baumannii ATCC >512 >512
19606

E. faecalis ATCC 29212 " " P. aeruginosa ATCC >512 >512
27853

E. faecium ATCC ” ! >512 >512

700221

Os extratos com atividade antibacteriana foram aqueles que obtiveram
UHVXOWDGR " —J P/ &RPR REVHUYDGR DPERV RV H[WU
antibacteriana frente as linhagens gram positivas, porém, frente as linhagens gram

negativas nao apresentaram resultados positivos.
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Dado as caracteristicas de bactérias gram positivas, onde a organizacdo das
paredes celulares possui quantidades maiores de peptideosglicanos e &cido
lipoteicoico, a maior atividade contra esse tipo de bactéria pode ser explicada pela
maior producao de peptideos pelos fungos do género Fusarium, como por exemplo as
eniatinas e a beauvericina, classificadas como micotoxinas emergentes, o que tornaria
sua permeabilidade frente a esse tipo de parede celular mais eficiente.

Conforme consta na literatura acerca dessas moléculas, é sabido que sua
toxicidade esté relacionada as suas propriedades ionoforas, pois tanto beauvericina
guanto eniatina sdo capazes de transportar cations monovalentes (K*) e divalentes
(Ca?*) através da membrana celular, resultando em uma desproporcéo intracelular
nos ions transportados, afetando a homeostase celular e diminuindo a resisténcia das
juncdes intercelulares (JESTOI, 2008; FRAEYMAN et al., 2017; PROSPERINI et al.,
2017; BERTERO et al., 2018; MALLEBRERA et al., 2018; HASUDA; BRACARENSE
2024).

Essa capacidade promove diversas atividades biologicas, incluindo antibiético,
antimicrobial, inseticida, anti-helmintico, anticancer e efeitos indutores de apoptose
(CASTLEBURY et al., 1999; FUKUDA et. al., 2004; JESTOI et al., 2004; JOW et al.,
2004; LIN et al., 2005; DORNETSHUBER-FLEISS et al., 2007; ZHANG et. al., 2007;
MECA et al., 2011; DORNETSHUBER-FLEISS et al., 2015; PROSPERINE et. al.,
2017; SOOD; SANDHU; MUKHERJEE, 2017; WU et al., 2018).

Resultados ligeiramente diferentes foram obtidos para o0s ensaios de
erradicacao de biofilme, mesmo possuindo essas caracteristicas que favorecem
atividades frente a bactérias gram-positivas, quando em extrato bruto, houve uma
gueda na atividade frente a espécie S. epidermidis ATCC 35984, que € uma bactéria
gram-positiva (NAMVAR et. al. 2014). A Tabela 11 e a Figura 23 apresentam 0s
valores obtidos com os novos extratos SSR4 e SSR14.

Tabela 11 +Reducao de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 pelos compostos
SSR4 e SSR14 a 512 mgl/L.
Composto testados (512 mg/L) Capacidade de erradicacao de biofilme (%)

SSR4 69 + 10
SSR14 60+9
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Figura 2 3 +Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os compostos SSR4 e SSR14 a 512 mg/L.

Quando comparado com as analises realizadas anteriormente, quando os 14
extratos foram testados, houve uma diminuicdo na atividade antibacteriana exercida
pelos extratos. Inicialmente o extrato SSR4 apresentou 74% de erradicacdo do
biofilme, contra 69% nesta nova analise. Uma possivel explicacdo pode ser que a
maior dificuldade de penetracdo dos compostos é devido a presenca da matriz, que €
composta por diferentes polissacarideos, proteinas e DNA, que funciona como uma
barreira fisica aos medicamentos e fornece aos microrganismos um nicho ecolégico
seguro para a sua sobrevivéncia (WU et al. 2018).

Apds o fracionamento dos extratos SRR4 e SRR14 utilizando coluna de
bancada (secdo 3.1.6), obtiveram-se as fracbes FR1 a FR7, sendo realizado
novamente o ensaio de erradicacéo de biofilme, para verificar aumento ou diminui¢ao
de sua atividade. Foram testados novamente as fracdes de ambos os extratos frente
a bactéria S epidermidis ATCC 35984, conforme Tabela 12 e Figura 24, e verificou-se
gue ao realizar esse fracionamento houve um aumento da poténcia dos extratos frente

a erradicacao de biofilme.
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Tabela 12 - Reducédo de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 pelas fragbes do
composto SSR4 a 512 mg/L.

Composto testados (512 mg/L) Capacidade de erradicacdo de biofilme (%)

SSR4 *FR1 -13,2 £ 16,7
SSR4 *FR2 -39,1+ 15,5
SSR4 +FR3 12 + 14

SSR4 +FR4 91,1 +23,6
SSR4 +FR5 94,2 + 27,7
SSR4 +FR6 99,4 + 23,8
SSR4 *FR7 -7+ 17

N&o foram todas as fracdes que apresentaram um aumento na sua atividade,
destacando-se as fracdes FR4, FR5 e FR6, que apresentaram uma reducdo de até
99,4%, que sao as fracBes onde se encontram 0s compostos mais polares como a
eniatina e a beauvericina.

Provavelmente o fator diluicdo interferiu no resultado, pois ao testar o extrato
bruto, a massa adicionada representa o conjunto total de substancias, portanto, os
componentes dessas fracdes estardo em menor propor¢do no extrato. Notou-se
também gque nesse caso as fracfes FR1, FR2 e FR7, favoreceram o crescimento do
biofilme (Figura 25), o que pode justificar uma atividade menor apresentados pelos
extratos iniciais e que também estdo numa regido do cromatograma que nao

apresentam a presenca da eniatina e a beauvericina.
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Figur a 24 +Quantidade de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 depois
de tratado com as fracbes FR4, FR5 e FR6 do composto
SSR4 a 512 mg/L

Figur a 25 - Quantidade de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 depois
de tratado com as fracdes FR1, FR2 e FR3 do composto
SSR4 a 512 mg/L.

Para o extrato SSR14, houve uma melhora na atividade de erradicacdo de
biofilme conforme mostrado na Tabela 13 e Figura 26.
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Tabela 13 - Reducéo de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 pelas fragbes do
composto SSR14 a 512 mg/L.

Composto testados (512 mg/L) Capacidade de erradicacédo de biofilme (%)

SSR14 *FR1 49,2 + 18,5
SSR14 *FR2 51,8+ 21,9
SSR14 +FR3 66,1+ 11,8
SSR14 *FR4 58,1+ 23,6
SSR14 +FR5 60,2 + 23,1
SSR14 +FR6 77,5+ 243
SSR14 *FR7 20,7+ 21,2

Figur a 26 +Quantidade de biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com as fracbes FR1, FR2 e FR3 do composto SSR14 a 512 mg/L.
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Figur a 27 +Quantidade de biofilme de S. epidermis ATCC 35984 depois
de tratado com as fragbes FR4; FR5; e FR6 do composto
SSR12 a 512 mg/L

Pbdde-se notar um aumento de atividade antibacteriana, porém nédo téo
significativo quanto o observado para o0 SSR4. Nesse caso em especifico, ndo houve
nenhuma fracdo que favoreceu o crescimento de biofilme, todas as fracdes, em maior

ou menor grau reduziram o biofilme.

4.7 Molecular Networking

O tratamento de dados realizado pelo GNPS foi aplicado para ambos o0s
extratos e 0s compostos majoritarios observados foram as eniatinas, beauvericinas e
seus analogos.

Na rede molecular, é possivel observar a presenca de outros clusters, porém,

os dois mais proeminentes sao os das eniatinas e beauvericinas, conforme Figura 28.
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Figure 28 +Rede molecular obtida através do FBMN, verde claro: SSR4; verde
escuro: SSR14

Fonte : autor

O FBMN foi eficiente em agrupar os analogos tanto da eniatina quanto da
beauvericina, apresentando um cluster composto por 11 nodos para a eniatina e 15
nodos para a beauvericina.

Estruturalmente, a beauvericina e a eniatina sdo hexadepsipeptideos ciclicos
ndo ribossémicos que consistem em acidos D-2-hidroxiisovaléricos e N-metil-L-
aminoécidos alternados. Na beauvericina, os trés residuos de aminoacidos sdo N-
metil-fenilalaninas aromaticas, enquanto nas eniatinas, os residuos de aminoacidos
sdo N-metil-valina alifatica, N-metil-isoleucina ou N-metil-leucina, ou misturas desses
aminoacidos. As subunidades séo ligadas por ligacdes peptidicas e ligacdes ésteres
intramoleculares (lactona), formando um depsipeptideo ciclico (STRONGMAN, et al.
1988; SY-CONDERO, 2012; LIUZZI, et al. 2017).

4.7.1 Eniatinas

As eniatinas sdo compostas geralmente de trés unidade de acidos D-
hidréxicarboxilicos e trés unidade de L-amino&cidos. Sua diversidade estrutural é
definida pela incorporacdo de diferentes L-aminoacidos nas posi¢cdes R1-R6, que
podem ser: valina (iPr); leucina (iBu) ou isoleucina (sBu), esses aminoacidos sao
metilados.

As fragmentagbes sugerem as mesmas clivagens observadas para a
beauvericina, assim como também clivagens do tipo y/b, c/z e a/x caracteristicas de

peptideos, as fragmentacbes ocorrerdo com a hidrolise das ligacdes dos ésteres
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presentes e das ligagBes peptidicas. Estudos na literatura comprovaram que a
abertura de anel, pode gerar a perda de um monoxido de carbono (-CO) m/z 28, o que
para ciclodepsipeptideos ocorre através da protonacdo do oxigénio da funcao éster,
levando a formacédo de um peptideo linear (NGOKA, et al. 1999; WILLIAMS, et al.
2004).

Figura 29 tEstrutura da eniatina e seus analogos.

Fonte: autor

A Tabela 14 apresenta os analogos ja descritos na literatura para a eniatina,
mostrando suas diferencas estruturais (SY-CORDERO; PEARCE; OBERLIES, 2012).



Tabela 14 +Substituintes identificados para as eniatinas.

Eniatina R1 R2 R3 R4 R5 R6
A sBu sBu sBu iPr iPr iPr
Al sBu iPr sBu iPr iPr iPr
A2 sBu iBu sBu iPr iPr iPr
B iPr iPr iPr iPr iPr iPr
B1 iPr sBu iPr iPr iPr iPr
B2 iPr iPr iPr iPr iPr iPr
B3 iPr iPr iPr iPr iPr iPr
B4 iPr iPr iBu iPr iPr iPr
C iBu iBu iBu iPr iPr iPr
El iPr iBu sBu iPr iPr iPr
E2 iPr sBu iBu iPr iPr iPr
F iBu sBu sBu iPr iPr iPr
G iBu iBu iPr iPr iPr iPr
H iPr iPr iPr sBu iPr iPr
I iPr iPr iPr sBu sBu iPr

MK1688 iPr iPr iPr sBu sBu sBu
J1 iPr iPr Me iPr iPr iPr
J2 sBu iPr Me iPr iPr iPr
J3 Me iPr sBu iPr iPr iPr
K1 iPr iPr Et iPr iPr iPr
L iPr iPr iPr iPr iPr Hi-sBu
M1 iPr iPr iPr iPr sBu Hi-sBu
M2 iPr iPr iPr iPr Hi-sBu s-Bu
N iPr iPr iPr sBu sBu Hi-sBu
0O1 iBu iPr iPr sBu iPr iPr
02 iBu iPr iPr iPr sBu iPr
03 iBu iPr iPr iPr iPr s-Bu
P1 iPr iPr Hi-Et iPr iPr iPr
P2 iBu iPr Hi-Et iPr iPr iPr

Fonte: adaptado de SY-CORDERO; PEARCE; OBERLIEG]2

A tabela 15 dispde as relagbes m/z que foram anotados a partir dos

espectros de MS?, e a Figura 29 apresenta o cluster identificado para a eniatina.



escuro: SSR14)
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Figura 30 = Cluster identificado das eniatinas e seus analogos (verde claro: SSR4; verde

Através deste cluster foi possivel anotar as formulas moleculares de diversos

ions, onde dentre os compostos anotados, muitos deles foram observados contendo

aduto de amonio (NHs4*). Devido a esse motivo, as andlises estruturais seréo

realizadas a partir dos espectros de MS? da molécula com aduto, visto que tanto

moléculas protonadas e com ambnio, mantém um mesmo perfil de fragmentacéo,

quando comparado com adutos de ion sodio (Na*).

Tabela 15 - Anotacdes do cluster da eniatina e seus analogos majoritarios.

Formula Massa Massa

molecular do ion  observada calculada Ero {ppm) Anotagao Aduto
C3s5H62N30g9 668,4795 668,4480 -4,71 Eniatina A1 -
CasHesN4Og 685,5085 685,4746 -4,99 Eniatina A1 NH4*
C36He7N4O9 699,5241 699,4902 -4,84 Eniatina A NHa4*
C34He0N30g9 654,4644 654,4324 -4,88 Eniatina B4 -
Csa3He1N4Og 657,4739 657,4433 -4,65 Eniatina B NH4*
Ca3Hs8N309 640,4484 640,4167 -4,94 Eniatina B -
C34He3N4Og 671,4920 671,4589 -4,92 Eniatina B1 NH4*
CssHe4N30g9 682,4957 682,4637 -4,68 MK 1688
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Levando em consideracdo as anotacOes feitas pelo GNPS, notou-se a
presenca de compostos bastante citados na literatura como metabdlitos pertencentes
ao género Fusarium, como por exemplo as eniatinas B, A e B1. J4 as eniatinas B4,
MK 1688 e Al, sdo menos citadas como metabdlitos encontrados nesse género.

Ambos os extratos (SSR4 e SSR14) apresentaram as mesmas anotacoes para
as eniatinas, como € possivel verificar na Figura 30, onde a diferenca de cores
representa a quantidade de cada composto nos extratos, mesmo apresentando
atividades biolégicas ligeiramente diferentes, o conjunto dos compostos majoritarios é
muito proxima.

Como as eniatinas possuem esqueleto carbbnico que se diferem apenas com
0S grupos substituintes da estrutura hexadepsipepitidica, seu perfil de fragmentacéo
€ bastante semelhante, variando a relacdo m/z dependendo do substituinte e suas
posicdes. A Figura 30 mostra as fragmentagcdes comuns para as eniatinas onde os
fragmentos mais usuais sao 0s que apresentam a relacdo m/z de 682; 654; 555; 455;
328 e 228.

Figura 31 +Padrdo de fragmentacao para a molécula eniatina A.

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008

Ja analisando a Figura 32 (espectro de MS? da eniatina A experimental) é
possivel identificar que os fragmentos mais abundantes sdo analogos, levando em
consideracdo que a substancia observada contém aduto de amoénio (NHa)*
apresentando a relagdo m/z 699,5241.

As fragmentacdes das eniatinas tem como caracteristica a perda de unidades

de aminoéacidos e de acidos hidroisovalérico (D-Hiv), por isso apresentam perfis
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semelhantes. No caso da eniatina A, apresenta residuos de aminoacidos N-metil-L-

isoleucina.

Figura 3 2 +Espectro de MS? da eniatina A; A2 ou C [M + NH4]+, m/z 699,5241TR 22,08
min.

Houve a ocorréncia de um outro nodo que apresentou a relacdo m/z de
699,5270 que pode indicar que seja os outros homologos da eniatina A. A Figura 33
apresenta o espectro de MS? proveniente desse nodo, que pode indicar ser a molécula
A2 ou C. Levando em consideracdo os tempos de retencdo de ambas as moléculas,

€ muito dificil identificar qual eniatina pertence a esse perfil de fragmentacao.
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Figura 3 3 tEspetro de MS? da eniatina A; A2 ou C [M + NH4]*, m/z 699,5256 TR 22,05
min.

Como nao houve nenhum outro caso de nodos idénticos, todos os demais
serdo mostrados seguindo seu espectro de MS? e respectivo modelo de

fragmentacao.
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Figura 34 tPadrdo de fragmentacdo para a molécula eniatina Al

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008

Figura 35 +Espectros de MS? da eniatina A1 [M + H] *, m/z 668,4809, TR 21,25 min.

No perfil de fragmentagéo da eniatina Al, p6de-se observar que é composta de
dois fragmentos de N-metil-L-valina e dois de N-metil-L-isoleucina, por isso ao
comparar alguns fragmentos encontrados no espectro da eniatina Al, foi observado

outros fragmentos que também pode pertencer a outros analogos. O que pode ser
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comprovado observando o fragmento m/z 228, que ocorre tanto na eniatina A quanto
na Al.

A reacdo de fragmentacdo das eniatinas se da primeiramente com a abertura
da estrutura através da hidrolise da ligagdo do éster e posterior clivagens
sequenciais/concorrentes dos demais residuos. Apesar de serem bem conhecidas na
literatura, ndo ha muitos trabalhos demonstrando 0s mecanismos de reacéo
completos para o perfil de fragmentacéo observado. Dessa maneira, foi realizado uma

proposta do mecanismo de reagao para a eniatina B, sendo a mais conhecida.

Figura 36 *Espectros de MS? da eniatina B [M + H]*, m/z 640,4484, TR 19,46 min.

Os fragmentos m/z 640,4484; 527,3596; 427,2847; 314,2083; 196,1492, sao
caracteristicos das fragmentacdes da eniatina B. Os demais sinais observados em
m/z 527,3596; 445,3146; 414,2626 e 186,1623 podem ser de reacdes por outras vias.

Na Figura 36 ha um sinal de baixa intensidade com m/z 612,4505 que

representa a saida do monoéxido de carbono (-CO) por assisténcia anquimérica.



85

A partir da hidrolise da fungéo éster, o que d& inicio entdo a uma cascata de
reacdes, que promovem as eliminacdes via mecanismo E2 observadas no espectro de
MS? (CUOMO, 2013; SY-CONDERO, 2012).

Figura 3 7 tProposta de mecanismo de fragmentacdo para a molécula da eniatina B.

Fonte: Do autor

Com a abertura da estrutura, pode ocorrer a saida do residuo de N-metil-L-
valina que corresponde a 113 Da que pode ocorrer a partir da reacdo de um proton
com o nitrogénio do aminoacido, o que nédo é favorecido, visto a baixa reatividade do
sistema de amidas e a deslocalizacdo de seus pares de elétrons isolados, que ficam

em ressonancia com a carbonila, porém, dependendo das condi¢cbes, essa reacao
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pode ocorrer conforme descrito por Daniel et al., (2016). Levando em consideracao a
reatividade dos derivados de acido carboxilico, a abertura do anel é favorecida atraves
da hidrolise da ligacéo éster, gerando um jon de m/z 527, 3596 [ion + H]*, e de maneira
semelhante, pode ocorrer a saida direta dos residuos de N-metil-L-valina e &cido
hidroxihidrovalérico (D-Hiv), gerando o fragmento m/z 427,3146. E observado
também, entretanto, que ocorre a saida de forma sequenciada de do residuo de acido
D-Hiv, levando ao mesmo fragmento m/z 427,3146 (SY-CONDERO, 2012;
PROSPERINI, 2017).

Para o fragmento m/z 314,2083 observa-se 0S mesmos processos, podendo
ser verificado uma diferenca de m/z de 326, o que corresponde a saida de dois
residuos de N-metil-L-valina e um de D-Hiv, e observa-se também a perda sequencial
de um residuo de N-metil-L-valina a partir do fragmento m/z 427,3146.

O fragmento m/z 214,1338 aparentemente é gerado de duas formas, um sendo
a saida de dois residuos de N-metil-L-valina e dois de D-Hiv, como também a saida
sequencial de um residuo de D-Hiv a partir do fragmento 314,2083. Por fim, o
fragmento m/z 196,1492 é referente a perda sequencial de uma molécula de agua a
partir do fragmento m/z 214,1492, vale ressaltar que todas as reagfes sao regidas
pela assisténcia anquimérica (SY-CONDERO, 2012; RICHER et al. 2014;
PROSPERINI, 2017).



87

Figura 38 tEspectros de MS? da eniatina B1 [M + H] *, m/z 654,4652, TR 20,40 min.

Figura 39 +Padrdo de fragmentacao para a molécula eniatina B1.

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008

Na proposta de fragmentacdo para a eniatina B1l, confirma as mesmas
variacOes de residuos de aminoacidos que a eniatina Al, porém, possuindo apenas
um residuo de N-metil-L-isoleucina em posicado diferente da eniatina Al. Os

fragmentos comumente encontrados para os analogos da eniatina sdo os m/z 441,
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314, 214, o que acarreta na dificuldade de identificagcdo absoluta dos anélogos
levando em consideracdo somente o perfil de fragmentacéo.

Com essa familia da eniatina, todos os perfis de fragmentacdo seguem um
padréo de eliminacdo, comec¢ando pelo acido D-Hiv seguido pelos residuos de amino
acidos caracteristicos de cada composto. Assim, na Figura 39, inicialmente pode ser
observado a eliminacdo de 28 Da do monoxido de carbono (-CO), gerando o
fragmento 626, e saida de um fragmento de N-metil-L-leucina, obtendo o fragmento
m/z 541. O fragmento m/z 314 € obtido com a eliminac¢do de outro residuo do acido
D-Hiv e por fim o fragmento m/z 214 é proveniente da saida de outra N-metil-L-leucina.

Figura 40 +Espectros de MS? da eniatina Al; E; G; H; I; O1; O2; O3 [M + NH4]*, m/z
685,5082, TR 21,24 min.
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Figura 41 +Padréo de fragmentagéo para a molécula para a eniatina Al; E; G; H; I; O1;
02; 03.

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008

Analisando a Figura 40, inicialmente pode ser observado a eliminacdo de 28
Da do monéxido de carbono (-CO), gerando o fragmento m/z 640, e a saida de um
fragmento de N-metil-L-leucina, obtendo o fragmento m/z 555. O fragmento m/z 441
€ proveniente da saida de um residuo de N-metil-L-isoleucina, o fragmento m/z 314 é
obtido com a eliminac&o de outro residuo do acido D-Hiv e por fim o fragmento m/z

214 é proveniente da saida de outra N-metil-L-isoleucina.
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Figura 4 2 +Espectros de MS? da eniatina B1; B4 ou H [M + NH4]+, m/z 671,4920, TR
20,45 min.

Figur a 43 tPadréo de fragmentacdo para a molécula para a eniatina B1; B4 ou H

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008

A Figura 43 apresenta o esquema de fragmentacdo para a eniatina B1 com
aduto de amoénio. Nao € observado a perda de 28 Da, caracteristico da saida do
monoxido de carbono. Apds a abertura da estrutura, ocorre a saida de um residuo de

N-metil-L-valina, gerando o fragmento m/z 541, posterior eliminagdo do acido D-Hiv,
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obtendo o fragmento m/z 441, e a saida de um fragmento de N-metil-L-isoleucina,
gera o fragmento m/z 314 e por fim o fragmento m/z 214 é proveniente da saida de

outro residuo de acido D-Hiv.

Figura 44 +Espectros de MS? da eniatina A; A2 ou C [M + H]*, m/z 682,4965, TR
22,09 min.

Figure 45 +Padrdo de fragmentacao para a molécula para a eniatina A, A2 ou C

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008
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No caso da Figura 44, o perfil de fragmentacdo € muito semelhante entre os
analogos A; A2 e C, que apresentam os fragmentos m/z 682; 654 (saida da molécula
de mondxido de carbono); m/z 569, saida de um residuo de N-metil-L-isoleucina; m/z
455 com a saida do &cido D-Hiv, o fragmento m/z 342 é proveniente da saida de outro

residuo de N-metil-L-isoleucina.

4.7.2 Beauvericinas

As beauvericinas possuem esqueleto de carbonos muito semelhante as
eniatinas, porém, diferentemente das eniatinas, elas consistem em trés grupos N-
metil-L-aminoacidos aromaticos alternados e até trés grupos acido D-2-
hidroxisolvalérico. A Figura 46 apresenta o nodo identificado como sendo da

beauvericina e seus analogos.

Figura 4 6 tEstrutura da beauvericina.

Fonte: Adaptado de URBANIAK et al. 2020
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Tabela 16 - Substituintes identificados para as beauvericinas.

Composto R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 | R11 R12
Beauvericina CH2CeHs CH2CeHs CH2CeHs CHs CHs CHs CHs | CH3 | CHs | CH3z | CHs | CHsa
Beauvericina A/F CH»CsHs CH»CsHs CH,CsHs CHs CH3 CH,CHs | CHs | CH3 | CHs | CH3 | CHs | CHs
Beauvericina B CH,CeHs CH2CeHs CH2CeHs CH.CHgs CH2CH3s CH:CHs | CHs | CHz | CHs | CHs | CHs | CHs
Beauvericina C CH2CsHs CH2CsHs CH>CesHs CH; CH2CHs CH2CH; | CHs | CHs | CHs | CHs | CH3 | CHs
Beauvericina D CH2CsHs CH2CsHs CH2CgHs CHs CHs; CHs CHsz | CHs | CHs H CHs CHs
Beauvericina E CH2CsHs CH2CsHs iCH,CH(CHs3)2 CHs CHs; CHs CHz | CHs | CHs | CHs | CHs CHs
Beauvericina J CH,CsHs CH»CsHs CH>CsH4OH CHs CHs CHs CHs | CH3 | CHs | CHs | CHs | CHs
Beauvericina G1 CH,CsHs CH»CsHs CH,CsHs CHs CHs CHs H CHs | CHsz | CHs | CH3 CHs
Beauvericina G2 CH2CsHs CH2CsHs CH2CgHs CHs CHs; CHs H H CH; | CHs | CHs CHs
Beauvericina G3 CH>CsHs CH>CsHs CH,CsHs CHs CHs CHs H H H CHsz | CHs CHs
Beauvericina K CH>CsHs CH>CsH4OH CH>CsH4OH CHs CHs; CHs CHz | CHs | CHs | CHs | CHs CHs
Beauvericina L CH,CsH4OH CH,CsH4OH CH,C¢H4,OH CHs CHs CHs CHz | CHz | CHs | CHs | CH3 | CHs

Fonte: Adaptado de URBANIAK et al. 2020
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Conforme descrito na se¢do das eniatinas, cada nodo dentro da rede molecular
(Figura 47), representa uma colecédo de espectros que compartilham o mesmo ion
precursor, as relacdes entre esses nodos sao determinadas pelo grau de similaridade
entre esses espectros. Na Tabela 17, estéo dispostas as relagdes m/z que foram

anotados a partir dos espectros de MS?.

Figur a 47 £Nodo da beauvericina e seus analogos.

Com a aplicagéo dos dados de LC-MS tratados no GNPS, foram identificados
15 nodos pertencentes a familia da beauvericina. Cada nosso representa uma
variacdo das estruturas da beauvericina, podendo ser um anélogo ou somente
possuindo apenas adutos diferentes. No caso deste nodo, foi possivel fazer anotagdes
de cinco analogos distintos, e outros nodos sendo substancias anotas, porém com

adutos em suas estruturas.
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Analisando os espectros de MS? de cada um dos nodos identificados pelo
GNPS com dados presentes na literatura, nao foi possivel a identificacéo estrutural
completa de todos os nodos, pois alguns compostos estavam muito diluidos no extrato
gue, mesmo sua massa especifica condizendo com os dados da literatura, seu perfil
de fragmentacdo ndo estava com resolucdo satisfatéria para que fosse possivel a
visualizacdo da estrutura de forma conclusiva. A Tabela 17, lista os compostos de
algumas anotacdes que apresentaram dados suficientes para uma possivel

identificag&o.

Tabela 17 - Anotacdes do cluster da beauvericina passivel de anotacéo.

Férmula Massa Massa Erro 5

molecular do ion  observada calculada (ppm) ANOtAGA0 Aduto
C45Hs7N3Oq 784,4524  784,4167 -4,55 Beauvericina -
C45H61N4O9 801,4789 801,4433 -4.44 Beauvericina NHa*
Ca6HeoN309 798,4645  798,4324 -4,02 Beauvericina A -
C44Hs59N4O9 787,4612  787,4275 -4,28 Beauvericina D NHa4*
C45H61N4O10 817,4726 817,4382 -4.20 Beauvericina J NHa*
Cs6He3N4Og 815,4914  815,4589 -3,98 Beauvericina A/F NH4*

Outros nodos que nao foram passiveis de anotacdo conclusiva, foi devido a
dificuldade em determinar seus fragmentos. Mesmo possuindo fragmentos que séo
coerentes a esses compostos, ndao se obteve o perfil de fragmentacdo exato, ainda
levando em consideracgéo possiveis adutos a estrutura. Para esses compostos, pode-
se indicar o que os dados mostraram, pois a massa exata estd coerente com o
encontrado na literatura (DANIEL et al. 2016; LIUZZI et a., 2017; URBANIAK et al.,
2019), porém a composicao dos residuos de aminoacidos e acido D-Hiv, ndo condizia
com os dados encontrados neste estudo. Dessa forma, consta apenas a indicacéo da

possibilidade de anotacdo. A Tabela 18 apresenta esses compostos.
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Tabela 18 - Nodos sem anotac&o conclusiva.

Formula Massa Massa Erro .
Sugestao
molecular observada calculada (ppm)
Beauvericina K ou
Ca2He60N309 750,4642 750,4324 -4,23 o
Beauveniatina L
Beauvericina K ou
Ca2Hes0N3NaOo9 773,4452 773,4221 -2,98 o
Beauveniatina L
Beauvericina K ou
Ca42H63N409 767,4928 767,4589 -4.41 o
Beauveniatina L
Ca6Hs6N309 770,4323 770,4011 -4.05 Beauvericina G1
Ca3Hs4N309 756,4191 756,3854 -4 45 Beauvericina G2

Com relacdo as beauvericinas, em ambos os extratos analisados também
apresentaram ocorréncias dos mesmos compostos, porém, em proporcdes diferentes.
Como ocorre com as eniatinas, as beauvericinas apresentam uma estrutura muito
parecida, todos seus anélogos se diferem apenas pelo aminoacido que esta presente.
A distribuicao dos residuos de L-aminoacidos (N-metil-L-fenilalanina) e o acido D-Hiv
sdo idénticas, tanto para as eniatinas, quanto para as beauvericinas, por esse motivo,
muitos espectros de fragmentacdo sdo bem parecidos, alterando apenas o m/z
decorrente da mudanca do aminoacido presente. A Figura 47, apresenta a

representacédo da fragmentacéo da beauvericina.

Figure 48 +Padrdo de fragmentacdo para a molécula para a Beauvericina.

Fonte: Adaptado de SONG et al. 2008
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Analisando o cluster formado na rede molecular que se refere a classe da
beauvericina, € possivel observar a presenca de algumas moléculas que contém
adutos de amonio (NHs*) e sodio (Na*). Sendo assim, para demonstrar as
fragmentacdes, foram utilizadas somente os compostos sem aduto, apenas 0s
compostos protonados. As figuras que seguem apresentam os espectros de MS? dos

compostos anotados nos nodos da rede molecular.

Figura 4 9 tEspectro de MS2 da beauvericina [M + H]+, m/z 784,4577, TR 20,69 min.

As fragmentacdes sugerem as mesmas clivagens observadas para as eniatinas
assim como também clivagens caracteristicas de peptideos, no caso da beauvericina
essa clivagem é do tipo y/b. Diferentemente da eniatina B, o inicio da
fragmentacao/abertura da estrutura ciclica, se da através da clivagem da ligacéo
peptidica e posterior clivagem da funcéo éster (QINGGUI; LIJIAN. 2012; VIJLDER,
2017).

Decorrente da abertura da estrutura que da mesma forma que as eniatinas,
configura um depspeptideo linear, favorecendo as interacbfes que promovem a
fragmentacao nas ligacOes dos grupos ésteres e amidas. O fragmento m/z 756,4518

pode indicar a saida de uma molécula de monéxido de carbono (-CO 28 Da) de forma



98

semelhante ao que ocorre com as eniatinas (JOHANSSON, 201QDANIEL et al., 2016;
SELEGATO et al., 2023).

Figura 50 tProposta de mecanismo de fragmentac&o para a molécula da beauvericina

Fonte: Do autor

Os demais fragmentos, ao que pode ser observado, sdo eliminados através de
um processo chamado assisténcia anquimérica. O fragmento m/z 623,3633, é
derivado da saida de um residuo de N-Metilfenilalanina. Ja o fragmento m/z 523,3054
pode ser derivado de uma perda sequencial de um residuo de D-Hiv. Pode ocorrer
também a saida de um residuo de N-Metilfenilalanina e um de D-Hiv gerando o ion

fragmento 523,3054, entretanto, ha indicativos de que pode ocorrer apenas uma
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clivagem sequencial do fragmento m/z 623,3633, saindo um residuo de D-Hiv
(DANIEL et al., 2016; SELEGATO et al, 2023).

A partir do fragmento m/z 623,3633 ha possibilidade de gerar dois outros ions
fragmentos, o ion fragmento m/z 362,2148, com a saida de um residuo de N-
Metilfenilalanina, ou pode gerar o ion fragmento m/z 262,1636, que provém da saida
de um residuo de N-Metilfenilalanina e um de D-Hiv. Contudo, com uma fragmentacéo
sequencial do fragmento m/z 362,2148, saindo um residuo de D-Hiv, gera 0 mesmo
fragmento m/z 262,1636. Analisando os fragmentos de menores m/z, 244,1676 e
134,0993, eles séo obtidos através da separacao dos residuos de N-Metilfenilalanina
e D-Hiv restantes gerando o fragmento m/z 134,0993 ou entdo através de
desidratacdo para obtencdo do fragmento m/z 244,1676 (DANIEL et al.,, 2016;
SELEGATO et al., 2023).

Os demais compostos anotados sdo apresentados pelos espectros de
fragmentacdo MS? que seguem. Somente foram mostrados as fragmentacbes das
estruturas protonadas e para as que possuem adutos, somente o espectro MS?, visto

a igualdade das fragmentacoes.

Figura 51 *Espectros de MS? da beauvericina [M + NH4]+, m/z 801,4834, TR 20,64
min.
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A diferenca neste espectro é a presenca da amodnia no ion fragmento,
resultando numa m/z 801,4834 (Figura 50).

Analisando o perfil de fragmentacdo da beauvericina A, ela ocorre de forma
ligeiramente diferente da beauvericina, que os fragmentos indicam eliminacées em
sequéncia dos residuos de &cido D-Hiv e dos residuos de aminoacidos, além de um
de seus aminoacidos, mais especificamente na posicdo R6, sendo o N-metil-L-

isoleucina.

Figura 52 +Espectros de MS? da beauvericina A/F [M + H]*, m/z 798,4693, TR
21,40 min.

Figure 53 +Padrao de fragmentacdo para a molécula para a beauvericina A/F.
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Quando a molécula eniatina A/F (Figuras 51) foi observada apenas na sua
forma protonada, o perfil de fragmentacéo aparentemente segue o mesmo identificado
para a beauvericina, que ao que tudo indica, ocorre inicialmente a perda de um grupo
metila (-CHs), gerando o fragmente m/z 784,4505, que corresponde a beauvericina
(Figura 49) e a partir desse fragmento, sdo observados os fragmentos caracteristicos
de fragmentacdes sequenciais, obtendo os fragmentos m/z 623,3581, m/z 523,3118,
m/z 362,1655 e m/z 134,0998.

Com a beauvericina A/F (Figuras 52 e 53), a partir da abertura da molécula,
ocorre inicialmente a saida de um fragmento de L-metilfenilalanina obtendo o
fragmento m/z 637,3794 e apés essa saida, na extremidade oposta da molécula, um
residuo de acido D-Hiv é eliminado, gerando o fragmento m/z 537,3226. A partir deste
fragmento, a saida dos proximos residuos serdo sequenciais, resultando nos
fragmentos m/z 376,2306, m/z 294,1982, que sao caracteristicos para essa estrutura,
segundo Daniel et al., (2016), porém, esse perfil de fragmentacdo s6 pdde ser
observado quando a molécula estava com aduto de aménio (NH4*). Os demais
fragmentos observados no espectro MS? podem ser provenientes de outra rota de
fragmentacgao.

Figura 54 *Espectros de MS? da beauvericina A/F [M + NH4]*, m/z 815,4978, TR 21,44
min
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Figur a 55 *Espectros de MS? da beauvericina D [M + NH4]*, m/z 787,4675, TR 20,09

min.

Analisando o perfil de fragmentacdo encontrado para a beauvericina D (Figura 54)
e na tentativa de entender os fragmentos formados, notou-se que as quebras de
ligacdo ndo seguem o padréo identificado para os outros analogos e nem para as
eniatinas, onde, por meio da assisténcia anquimérica, as ligacdes peptidicas e os
ésteres eram clivados, promovendo a saida dos residuos de acido e aminoéacidos.
Nesse caso, pode-se sugerir gue ainda ocorrem as assisténcias anquiméricas, através
do movimento de elétrons, mas de uma forma um pouco diferente, onde a interacao
com a amonia se deu no oxigénio da carbonila e ndo no oxigénio do éster.

Outro caso semelhante onde a fragmentacéo ndo seguiu o padrao descrito para
os demais analogos, foi com a beauvericina J, conforme Figura 56 mostra que alguns
fragmentos parecem ser obtidos apods a interacao do ion aménio com o oxigénio da
carbonila, entretanto, outros fragmentos foram gerados a partir da quebra da ligacao

peptidica e de éster.
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Figura 56 +Proposta de mecanismo de fragmentacéo para a molécula da beauvericina D

Fonte: Do autor

Analisando o perfil de fragmentacdo da beauvericina D (Figura 55) foi
identificado que as fragmentacdes que ocorrem com sua estrutura ndo seguem um
padrdo sequencial como foi observado nas eniatinas. Neste caso, varias reagcdes

concorrentes ocorrem de maneira concomitante. O primeiro passo é a abertura da
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estrutura, através da clivagem da ligacao de éster ou a ligacao peptidica, conforme ja
mencionado. Notou-se a saida de 28 Da, caracteristico da eliminacdo da molécula de
monoxido de carbono gerando o fragmento m/z 742.

Ocorre também a clivagem de uma ligacdo peptidica, dividindo a molécula
praticamente ao meio, gerando os fragmentos m/z 362 e m/z 407. No espectro, 0
fragmento m/z 407 € de menor intensidade que o m/z 362 e a partir deste fragmento
m/z 362, ocorre a eliminacdo de um residuo do acido D-Hiv, obtendo o fragmento m/z
262. Ja a partir do fragmento m/z 742, ocorre a eliminacdo de outro fragmento de
acido D-Hiv de 100 Da, obtendo assim o fragmento m/z 642, que por sua vez, promove
o rompimento da ligacdo peptidica, saindo um fragmento de 162 Da, gerando o ion
fragmento m/z 481.

Nenhum outro fragmento foi identificado partindo do ion m/z 481. A proxima
fragmentacdo observada parte do fragmento m/z 362, onde, com a saida de outra
molécula de monoxido de carbono, gera o fragmento m/z 234, que apresenta
ressonancia de uma carga residual positiva entre os atomos de carbono (carbocation
secundario) e o nitrogénio, que acarreta na liberacdo de outro residuo de acido,
gerando o fragmento m/z 134.
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Figura 57 *Espectros de MS? da beauvericina J [M + NH4]*, m/z 817,4771, TR 18,43
min.

Quando analisamos o perfil de fragmentagéo da beauvericina J (Figura 56), foi
possivel observar diferencas nos padrées de fragmentacdo que foram indicados em
seus analogos. Nesse caso em especifico, ocorrem mais reacdes concorrentes do
gue as anteriores, pois anteriormente era possivel verificar uma certa sequéncia de
eliminacdo de residuos de aminoacidos, ja com a beauvericina J isso ocorre de
maneira menos favorecida.

A Figura 57, mostra uma proposta de fragmentacdao baseada nos sinais mais
intensos observados no espectro de MS? (Figura 56). Ao analisar esse espectro, é
perceptivel trés rotas distintas de fragmentacéo a partir da abertura da estrutura.

Houve a ocorréncia de um fragmento m/z 773, oriundo da eliminacdo de CO
caracteristico para esses compostos, que ocorre também a saida de um residuo de
N-metilfenilalanina e um do &cido D-Hiv gerando o fragmento m/z 539, ao passo que
uma clivagem da ligagdo de éster ocorre, liberando dois fragmentos de N-
metilfenilalanina e um do acido D-Hiv, gerando o fragmento m/z 362. A partir do

fragmento m/z 362, ocorre a eliminacdo de outro residuo do acido D-Hiv que gera o
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fragmento m/z 262, que por sua vez, elimina outra molécula de mondxido de carbono,
gerando um fragmento m/z 234. Esse fragmento, possui dois hibridos de ressonancia,
onde a carga positiva residual se move entre 0 atomo de nitrogénio e o atomo de
carbono. Quando essa carga estd no atomo de carbono, gerando um carbocation
secundario, ocorre a clivagem da ligacdo peptidica, com retencdo de hidrogénio,

gerando outro fragmento com m/z 134.

Figura 58 *Proposta de mecanismo de fragmentacéo para a molécula da beauvericina J

Fonte: Do autor
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5 CONCLUSAO

Com a obtencdo dos dados referentes aos extratos selecionados (SSR4 e
SSR14), foi possivel identificar um grande potencial dos compostos produzidos pelo
fungo F. oxisporum. Apesar dos extensos estudos sobre sua patogenicidade em
varias culturas agricolas, avaliou-se sua eficacia contra diversas espécies de
microrganismos, demonstrando que também pode proporcionar beneficios néo
apenas ao seu hospedeiro.

Quanto a biblioteca de fungos das raizes de S. spectabilis, observou-se que a
maioria dos fungos identificados neste estudo pertence ao género Fusarium,
evidenciando sua capacidade de se destacar em relacdo a outras espécies de fungos
geralmente ndo encontradas na rizosfera. Dos 14 fungos isolados, 6 deles foram
identificados como F. oxysporum.

Embora nédo tenha sido realizado o isolamento dos compostos presentes nos
extratos utilizados neste trabalho, foi possivel confirmar e identificar a presenca de
alguns compostos como por exemplo os polipeptideos; beauverina e eniatinas, que
sd0 os responsaveis pelas atividades de erradicacao de biofilme e acdo antibacteriana
demonstradas nos ensaios biolédgicos. Isso confirma o grande potencial da utilizacéo
de fungos endofiticos como fonte de compostos bioativos.

Com a predominancia dos compostos beauvericina e eniatina e, também, a
presenca de outras classes de compostos como terpendides e alcaloides, 0s extratos
apresentaram diversas atividades biolégicas, em especial a capacidade de
erradicacao de biofilme, onde foi obtido um percentual de erradicacdo de 99% frente
a bactérias resistentes a antibioticos. Esses dados evidenciam a importancia de
estudos que aplicam fungos endofiticos como fonte de produtos naturais na busca por

novos farmacos.
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