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RESUMO

O fungo endofitico Hypoxylon monticulosum pertence a familia Hypoxylaceae, e
contitui-se como uma espécie amplamente distribuida no ambiente marinho e
terrestre, possuindo uma grande variedade de compostos bioativos com atividade
citotoxica, antimicrobiana e antifungica. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo descrever o perfil quimico e biolégico do fungo endofitico Hypoxylon
monticulosum associado a alga marinha Acanthophora spicifera, a partir da analise
do perfil quimico nos diferentes meios de cultivo (MBD, Malte, Czapeck e Arroz), tipo
de agua (Ultrapura e agua do mar), além do isolamento, anotacdo estrutural e
caracterizagcdo de substancias produzidas por este fungo, bem como otimizar as
condicbes de cultivo por meio de um planejamento fatorial completo 23 e
Delineamento por Composto Central Rotacional (DCCR), usando como variaveis
temperatura (X1), tempo de fermentacéo (X2) e luminosidade (Xs), a fim de buscar o
maior numero de compostos produzidos, além de avaliar a bioatividade dos extratos.
Apos analise dos perfis quimicos, o meio MBD em agua do mar foi eleito para as
demais abordagens, onde no planejamento fatorial completo 23 todas as variaveis
apresentaram-se estasticamente significativas para a resposta escolhida, levando a
otimizagao na condi¢ao cuja temperatura foi 25 °C, tempo de fermentacao de 21 dias
e luminosidade de 12 horas. Os extratos obtidos nos ensaios do planejamento
fatorial completo foram analisados por CLAE-DAD-EM, e os dados espectrais foram
confrontados com a biblioteca do GNPS, no qual foi gerado o Classical Molecular
Networking, e com auxilio da ferramenta in silico MolNetEnhancer foi possivel
diagnosticar as principais classes de metabdlitos nesses extratos, destacando os
alcaloides como maijoritarios, além de serem anotados o aurapteno, € um cluster
representativo de acidos graxos insaturados. Nos ensaios bioldgicos, os extratos
brutos do planejamento de experimentos e da curva de crescimento fungico,
mostraram-se satisfatorios, com destaque a atividade citotéxica frente a linhagem de
carcinoma de colorretal (HCT-116) no ensaio com temperatura de 25°C, tempo de
fermentacao de 21 dias e luminosidade de 2 horas, e da curva de crescimento com
21 dias de fermentacdo para concentracédo de 5 pg/mL, e ensaios com temperatura
de 30°C, tempo de fermentacdao de 14 dias e luminosidade de 18 horas, além do
ensaio com temperatura de 25°C, tempo de fermentacao de 21 dias e luminosidade
de 21 horas na concentracao de 50 pg/mL. O extrato bruto na condi¢cao otimizada
foi particionado e as fragcOes resultantes submetidas a estudo quimico por CLAE-
DAD, CLAE-DAD-EM e RMN 'H. A fragdo aquosa (Faq2) forneceu a substancia S01
conhecida como diidroesporotriolideo, e a fragcdo acetonitrila (Facn) forneceu a
substancia S02, supostamente, estrutura nova. Portanto, os resultados obtidos
nesse trabalho ressaltam a importédncia da investigagdo dos microrganismos
marinhos nas suas diversas formas de cultivo, bem como os fatores que influenciam
tanto a produgao metabdlica como a bioatividade.

Palavras-chave: Fungos endofiticos Hypoxylon sp., Planejamento de experimentos,
Produtos naturais, Algas vermelhas, Quimiometria.



ABSTRACT

The endophytic fungus Hypoxylon monticulosum belongs to the family
Hypoxylaceae, and constitutes a species widely distributed in the marine and
terrestrial environment, having a wide variety of bioactive compounds with cytotoxic,
antimicrobial and antifungal activity. Therefore, this study aimed to describe the
chemical and biological profile of the endophytic fungus Hypoxylon monticulosum
associated with the seaweed Acanthophora spicifera, based on the analysis of the
chemical profile in different culture media (MBD, Malt, Czapeck and Rice), type of
water (Ultrapure and seawater), in addition to the isolation, structural annotation and
characterization of substances produced by this fungus, as well as optimizing the
cultivation conditions through a complete factorial design 23 and Rotational Central
Compound Design (DCCR), using as variables temperature (X1), fermentation time
(X2) and luminosity (X3), in order to search for the largest number of compounds
produced, in addition to evaluating the bioactivity of the extracts. After analyzing the
chemical profiles, the MBD medium in seawater was chosen for the other
approaches, where in the complete factorial design 23 all variables were statically
significant for the chosen response, leading to optimization in the condition whose
temperature was 25 2C, fermentation time of 21 days and luminosity of 12 hours. The
extracts obtained in the tests of the complete factorial design were analyzed by
HPLC-DAD-EM, and the spectral data were confronted with the GNPS library, in
which the Classical Molecular Networking was generated, and with the aid of the in
silico tool MoINetEnhancer it was possible to diagnose the main classes of
metabolites in these extracts, highlighting the alkaloids as the maijority, in addition to
aurapten, and a representative cluster of unsaturated fatty acids. In the biological
assays, the crude extracts from the experimental design and from the fungal growth
curve were satisfactory, with emphasis on the cytotoxic activity against the colorectal
carcinoma lineage (HCT-116) in the assay with a temperature of 252C, fermentation
time 21 days and 2 hours luminosity, and the growth curve with 21 days of
fermentation for a concentration of 5 pg/mL, and tests with a temperature of 30°C,
fermentation time of 14 days and 18 hours brightness, in addition to the test with
temperature of 25°C, fermentation time of 21 days and luminosity of 21 hours at a
concentration of 50 pg/mL. The crude extract in the optimized condition was
partitioned and the resulting fractions subjected to chemical study by HPLC-DAD,
HPLC-DAD-MS and 1H NMR. The aqueous fraction (Fag2) provided the substance
S01 known as dihydrosporotriolide, and the acetonitrile fraction (FACN) provided the
substance S02, supposedly a new structure. Therefore, the results obtained in this
work emphasize the importance of investigating marine microorganisms in their
various forms of cultivation, as well as the factors that influence both metabolic
production and bioactivity.

Keywords: Endophytic fungi Hypoxylon sp., Design of experiments, Natural
products, Red algae, Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

1.1 BREVE HISTORICO DOS PRODUTOS NATURAIS

A quimica de produtos naturais € o ramo mais antigo da quimica organica,
tendo parte das suas bases teoricas definidas ainda nos tempos da alquimia, fato
que tornou essa ciéncia bem estabelecida e consistente. O principal objeto de
estudo da quimica de produtos naturais sdo os metabdlitos secundarios (produtos
finais da expressdo génica), que constituem varias classes de compostos nao
essencias para o crescimento, desenvolvimento ou reproducdo dos seres vivos, mas
que sao capazes de auxiliar na sobrevivéncia dos mesmos, sendo uma fonte
essencial bem sucedida de medicamentos obtidos de fontes naturais,
principalmente, plantas, animais e microrganismos (DEWICK, 2009; BERLINCK, et
al., 2017).

Essas substancias sao formadas por estruturas quimicas complexas e
orientacdo espacial definida, cuja producdo, provavelmente, seja resultado de
mecanismos de adaptacdo a um determinado ambiente, ou de defesa contra
agentes patogenos, em que alguns constituintes podem ser unicos para grupos
especificos de organismos, 0s quais sao sintetizados para interagir
estereosseletivamente com alvos bioldgicos, que os torna muito atrativos para a
descoberta de novos farmacos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015).

Historicamente, os produtos naturais tém sido amplamente utilizados ha
milhares de anos em muitas regides do mundo, onde a humanidade sempre tem
buscado na natureza atender as suas necessidades, tais como a cura de diversas
doencas e alivio de dores por meio da ingestdo de ervas e folhas, principalmente.
Talvez esta tenha sido uma das primeiras formas de uso desses produtos, em que
tais praticas foram registradas em compéndios e repassadas ao longo das geragoes,
motivo que tornou muito desses produtos candidatos a medicamentos atuais (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012; RAO, et al., 2019).

Os primeiros registros que remontam o uso de produtos naturais derivados
de plantas datam de aproximadamente 2600 a.C. em tabuas de argila, em escrita
cuneiforme, feitas pelos sumérios na regido da baixa Mesopotamia, que relataram o
emprego de quase 1000 substancias derivadas de plantas, com destaque a 6leos de

Cedrus (Cedro), Cupressus sempevirens (Cipestre), Glycyrrhiza glabra (Alcaguz),
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Cominphora (Mirra) e Papaver somniferum (Papoula), amplamente utilizados no
tratamento de infecgdes respiratorias, parasitarias e inflamagédo (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012; CRAGG; NEWMAN, 2013; BERNARDINI, et al., 2017).

Ainda de acordo com os mesmos autores, outros documentos farmacéuticos
muito importantes nesse periodo foram o Papiro de Ebers (aproximadamente 1550
a.C.), tratado médico egipcio mais conhecido na area farmacéutica, que demonstrou
o uso de mais de 700 medicamentos, a maior parte de origem vegetal, com usos
variados que vao desde gargarejos, infusdes, pilulas e até mesmo pomadas; a
Matéria Médica chinesa (1100 a.C.) que ganhou importante notoriedade ao longo
dos séculos por documentar o uso de produtos naturais em mais de 1500 registros
envolvendo prescricbes e medicamentos, além do Sistema Ayurvédico indiano (1000
a.C.).

Também colaboraram para o avancgo das praticas terapéuticas com produtos
naturais, os gregos e romanos. Em 201 d.C., Galeno tido hoje como Pai da
Farmacia|, organizou os trabalhos de Dioscérides, considerado o fundador da
Farmacognosia, em um sistema racional de terapias medicinais baseado em
extratos de plantas e outros produtos naturais. Esse conhecimento ficou conhecido
como sistema terapéutico greco-romano, que durante a ldade Média teve que ser
preservado nos mosteiros da Inglaterra, Franca, Alemanha e Irlanda, principalmente,
por conta da Santa Inquisicdo (NEWMAN; CRAGG, 2005).

Enquanto a Europa vivia um momento de poucos avangos na descoberta de
propriedades terapéuticas de produtos naturais, os arabes consagraram o
conhecimento greco-romano, complementando-o com recursos proprios, e
juntamente com as ervas chinesas e indianas, tornaram-se 0s primeiros a introduzir
farmacias particulares, tendo o apice com a publicacdo do Canone Medicinal por
Avicenna (NEWMAN; CRAGG, 2013; BERNARDINI, et al., 2017).

Em suma, todo conhecimento produzido ao longo da histéria sobre produtos
naturais formou a base da maioria dos medicamentos, seguidos de estudos clinicos,
farmacoldgicos e quimicos subsequentes. Sendo assim, um marco importante para
a descoberta racional de medicamentos a partir de plantas foi o isolamento da
morfina (1) em 1804 por Friederich Wilhelm Adam Setiner. A morfina tornou-se o
primeiro metabolito secundario a ser comercializado pela empresa farmacéutica
Merck em 1826, e foi muito utilizada durante a Segunda Guerra Mundial, bem como
nos dias de hoje (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014).
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ApoOs o isolamento da morfina, iniciou-se uma intensa busca na investigacao
de outros constituintes de ervas medicinais, como a quinina (2), que foi isolada em
1820 por Pelletier e Caventou ao estudarem as cascas secas de espécies de
Cinchona, que eram comumente utilizadas no tratamento de alguns tipos de febre,
inclusive a malaria, e alguns tipos de cancer. O fato curioso que envolveu a quinina,
€ que somente em 2004 a Food and Drugs Administration (FDA) aprovou o uso
como medicamento antimalarico (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Outro fato importante no isolamento de substancias bioativas a partir de
plantas foi a digitoxina (3), isolada em 1875 por Schmiedeberg a partir da flor de
Digitalis purpurea, um glicosideo cardiotbnico usado para melhorar a contracéo
cardiaca, especialmente em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva.
Contudo, o exemplo mais famoso e conhecido até 0 momento de substancia natural
produzido por sintese orgénica € o acido acetil salicilico (AAS) (4), obtido como
derivado da salicina (5), um produto natural isolado das cascas do salgueiro Salix
alba, que passou a ser comercializado em 1899 pela empresa farmacéutica Bayer
(NEWMAN; CRAGG, 2013).

Ainda nesse contexto, no inicio do século XX, o desenvolvimento mais
significativo em produtos naturais foi promovido por Fleming, que descobriu de
maneira acidental o antibiético penicilina G (6), isolada do fungo Penicillium notatum,
amplamente comercializada nos dias de hoje. Esta descoberta fez com que a
maioria das pesquisas cientificas se voltasse para o isolamento de substancias
provenientes de fontes de microrganismos, fortalecendo a industria farmacéutica,
principalmente na busca de novos antibidticos como a estreptomicina (7),
gentamicina (8), cefalosporina C (9), entre outros (BERNARDINI et al., 2017).

Por essa perspectiva, o mercado global de medicamentos tem crescido
paulatinamente a cada ano, valendo cerca de 1,1 trilhdes de dodlares. Muito desse
rendimento pode estar associado as substancias obtidas direta ou indiretamente de
produtos naturais, onde do total de medicamentos autorizados, 25% sao oriundos de
plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2019).

Ainda de acordo com o0 mesmo autor, esses numeros apontam para um
crescente interesse da industria farmacéutica sobre esses recursos, 0s quais
apresentam como principais vantagens, serem fontes de agentes terapéuticos seja
como droga seja como fitoterapico, diversidade quimica abrangente, com estruturas

complexas e definidas espacialmente, além de serem estereoespecificas em alvos
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biolégicos, que podem funcionar como marcadores taxonémicos de novos
medicamentos.

Figura 1. Exemplos de farmacos derivados de produtos naturais ao longo da
historia.
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Em uma avaliacédo feita por Torre e Albericio (2019), em 2018, a FDA
aprovou 59 novos medicamentos, distribuidos entre 42 novas entidades quimicas e
17 bioldgicos, superando a marca de 53 medicamentos autorizados em 1996. Esses
mesmos autores destacaram que do total de medicamentos aprovados, 16% tiveram
estrutura quimica baseada em produtos naturais (Figura 2), com destaque ao
canabidiol (Epidiolex™) (10), sendo o primeiro medicamento derivado da maconha
aprovado para o tratamento das sindromes de Dravet e Lennox-Gastaut, associadas
a formas graves de epilepsia infantil, trés antibiticos de tetraciclina para varias
doencas infecciosas, a eravaciclina (Xerava™) (11), omadaciclina (Nuzyra™) (12) e
sareciclina (Seysara™) (13), além de um iminoacgUcar de estereoquimica semelhante
a D-galactose por nome migalastat (Galafold™) (14) indicada no tratamento da

doenca de Fabry. .

Figura 2: Classificagdo dos medicamentos aprovados pelo FDA em 2018 de acordo
com a estrutura quimica.
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Figura 3: Principais medicamentos aprovados pelo FDA em 2018 derivados de
produtos naturais.
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Mais recentemente, Newman e Cragg (2020) em uma atualizada revisao da
literatura, que compreendeu de 01 de janeiro de 1981 a 30 de setembro de 2019,
demonstraram que 1881 substéncias foram aprovadas como farmacos, destas
26,7% sao produtos naturais distribuidos de tal maneira: 3,8% sao produtos naturais
inalterados (N), 18,9% s&o derivados de produto natural (ND), 3,2% sé&o drogas
sintéticas inspiradas em produtos naturais famacoféricos (S°), e 0,8% sao produtos

naturais botanicos (definidos como mistura - fitoterapicos, NB) (Figura 4).
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Figura 4: Total de novos farmacos aprovados entre janeiro/1981 a setembro/2019.
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Fonte: Newman e Cragg (2020).

Legenda: B: macromoélecula biologica; N: Produto Natural Inalterado; NB: Farmaco boténico
(definido como mistura); ND: Derivado de Produto Natural; S: Farmaco sintético; S*: Famaco sintético
que apresenta um produto natural farmacoférico; V: Vacinas; /NM: Mimetizam produtos naturais.

Sendo assim, mesmo com a aplicacdao cada vez mais extensa de produtos
naturais e seus principios bioativos para o tratamento de doencas resistentes aos
medicamentos disponiveis atualmente como alguns tipos de cancer, infecgoes
fungicas, bacterianas e virais, além de outras apresentarem poucas opg¢des de
tratamento, como a Doenca de Alzheimer, a busca por novas substancias bioativas
tem se tornado cada vez mais necessaria. Nesse contexto, justifica-se o fato de
muitos pesquisadores terem concentrado esfor¢cos na busca de novas fontes de

substéancias biologicamente ativas como organismos e microrganismos marinhos.

1.2 ORGANISMOS E MICRORGANISMOS MARINHOS COMO FONTE DE
PRODUTOS NATURAIS

A investigacao sistematica de organismos marinhos como fonte concebivel
de medicamentos data de 1940, porém somente em meados da década de 70 os
estudos foram intensificados, devido a uma grande variedade de metabdlitos

totalmente novos ou que ainda ndo foram relatados no ambiente terrestre (WALI et
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al., 2019). Li e Lou (2017) apontam que entre 1985 e 2012, mais de 15000
substancias quimicas, incluindo 4196 produtos naturais marinhos bioativos foram
descobertas nesse habitat.

Ainda nessa perspectiva, Caroll et al. (2019) destacaram em uma revisao de
literatura para produtos naturais marinhos referente ao ano de 2018, que 1554 novos
compostos foram descritos em 469 artigos, revelando um incremento de 4% das
novas substancias relatadas no ano anterior, onde 47 delas foram descritas pela
primeira vez em uma fonte marinha. Esses numeros indicam o crescente interesse
pelo ambiente marinho, representando um vasto recurso para novos produtos
naturais bioativos com utilidade em pesquisa basica, ciéncias biomédicas e
desenvolvimento terapéutico.

Nos ultimos 40 anos, o avango progressivo na exploragdo do ambiente
marinho pode também ser justificado por ser um nicho ecologico ainda pouco
explorado, uma vez que os oceanos correspondem a mais de 70% da superficie da
Terra e constitui mais de 90% do espaco habitavel, com grande quimio e
biodiversidade de organismos que nele vivem (CHOUDHARY et al., 2017). Em
relacdo a diversidade quimica das moléculas obtidas de fontes marinhas, ha uma
variedade de estruturas que vao desde peptideos lineares simples, alcaloides,
acidos graxos, terpenos, policetideos, entre outros, em que a maioria exibe
importantes atividades bioldgicas como antimicrobiano, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatorio, antidiabetes e anticolinestérasica, potencialmente util para tratamento
da Doenca de Alzheimer (LI; LOU, 2017).

O alto potencial de produgcdo de substancias unicas pelos organismos
marinhos esta relacionado as condigbes extremas nas quais eles se encontram, que
incluem alta salinidade da agua, pouca ou nenhuma presenca de luz, grandes
variagbes de temperatura e pressao, e baixa disponibilidade de nutrientes e
oxigénio. Tais condigbes, provavelmente, favorecam a atividade biolégica dos
produtos naturais sintetizados por eles, em que podem desenvolver mecanismos de
adaptacao e/ ou defesa (GOGINENI; HAMANN, 2018).

Além da bioatividade, as condigbes hostis do habitat marinho podem
favorecer novas rotas biossintéticas de metabdlitos secundérios em termos de
extensdo, precursor inicial e nivel de caracterizacdo, demandando uma requintada

engenharia genética e metabdlica para producao de estruturas complexas, as quais
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podem ter suas sinteses quimicas quase impraticaveis em laboratorio (BHATIA et
al., 2022).

Nesse sentido, métodos de producdo baseados principalmente na coleta e
cultivo de microrganismos marinhos, juntamente com técnicas de extragdo, surgem
como primeira opgdo para a producao desses compostos, haja vista que muitos
deles se acumulam em pequenas quantidades, o que torna um dos principais
obstaculos para melhor compreensdo da quimica e composi¢cdo dos metabolitos
marinhos. Isso pode elevar os custos da producdo, além de problemas ambientais,
ja que é inviavel crer que a producao de Produtos Naturais Marinhos (PNM's)
dependa apenas da coleta (KHALIFA, et al., 2019).

Muitas moléculas bioativas obtidas do bioma marinho entraram no mercado
global de medicamentos e ensaios clinicos, dentre elas podemos citar a halicondrina
B (15), um macrolideo poliéster isolado da esponja marinha japonesa Halichondria
okadai, cujo analogo sintético mantém o fragmento ativo, o mesilato de eribulina
(Halaven®, 16), aprovada em 2010 pela FDA como medicamento no tratamento do
cancer de mama. E ainda, a dolastatina (17) isolada da lebre do mar Dolabela
auricularia, que serviu de inspiracdo para a sintese do conjugado anticorpo-
medicamento (Adcetris®, 18) aprovado como agente antineoplasico (LI; LOU, 2017).

Também sado exemplos de Produtos Naturais Marinhos (PNM's) o
ziconotideo (Prialt®, 19), um peptideo conhecido com w-conotoxina isolado do
molusco Conus magnus, comercializado como agente terapéutico para dores
crénicas, e a ecteinascidina 743 ou trabectedina (Yondelis®, 20), isolada do tunicato
Ecteinascidia turbinata comercializada para o tratamento de cancer (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012). Podemos destacar ainda a briostatina (21), um agente
anticancer isolado do briozoario Bugula neritina, e 0os nucleosideos espongouridina
(22) e espongotimidina (23) isolados da esponja marinha Tethya crypta, ambos com
atividade antiviral, e que proporcionaram o desenvolvimento, a partir de similares
sintéticos, da adenina-arabinosideo (ara-A) ou vidarabina, comercializada como Vira-
A® (24), com atividade antiviral, e da citosina-arabinosideo ou citarabina (ara-C),
conhecida como Cytosar-U® ou Depocyt® (25) usado no tratamento da leucemia
(LOTUFO et al., 2009; MAYER et al., 2010).
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Figura 5: Formula estrutural de alguns Produtos Naturais Marinhos.
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1.2.1 Algas marinhas

No rol da quimica de PNM's, € imperativo destacar o papel das macroalgas,
haja vista que compreendem um grupo de diversos organismos fotossintetizantes,
responsaveis pela estruturacdo da atmosfera terrestre ao produzir oxigénio
molecular, e, consequente formacdo da camada de ozénio (CABRAL et al., 2011).
Desempenham um papel importante, ao servir de matéria-prima para producao de
cosméticos, medicamentos, espessantes e estabilizantes, além de serem
empregadas como indicadoras da qualidade de sistemas aquaticos, atuando como
"indice de poluicao", ja que foi observada correlacdo entre a baixa diversidade da
populacdo de algas e alta poluicdo do sistema aquatico (RAMAKRITNAN et al.,
2017).

Além disso, as algas sao fonte de metabdlitos secundarios que associadas a
um estagio evolutivo elevado, sdo capazes de biossintetizar constituintes de
estruturas quimicas extremamente diversificadas, como acetogeninas, terpenos,
derivados de aminoacidos, fendis, alcaloides, macrolideos entre outros (SALI et al.,
2018).

Recentemente, diversas substédncias novas foram isoladas de algas
marinhas, sendo que muitas dessas substancias demonstraram atividades
biologicas interessantes, como os dictiolideos A (26) e B (27), e o nordictiolideo (28),
isolados da alga marrom Dictyota dichotoma, que exibiram atividades antitumorais, e
o crenuladial (29) isolado da alga Diolophus ligatus que exerceu atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aures, Micrococcus luteus e Aeromonas
hydrophyla (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; GANESAN et al., 2018).

Dentre as macroalgas existentes, as algas vermelhas sdo as de maior
importancia, com aproximadamente 6000 espécies no total, tendo como
caracteristica ampla quimiodiversidade de substancias halogenadas. Enquadra-se
como exemplo desse tipo de alga, a pertencente ao género Laurencia, que sao
unicas na producao de acetogeninas com uma subestrutura de enino terminal como
em (30), e em terpenos halogenados conhecidos como chamigrenos A e B (31-32)
(DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; UMAMAHESWARI et al., 2017).



Figura 6: Metabdlitos secundarios de algas marinhas.
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1.2.1.1 Algas Rhodophytas

As algas vermelhas representam um dos mais antigos grupos de algas
marinhas que, caracterizam-se pela presencga da coloracdo avermelhada devido ao
pigmento acessorio ficoeritrina, podendo variar a cor para violeta, azul, preta ou
marrom, dependendo de alteragdes de outros pigmentos como a ficocianina e
aloficocianina, encontradas em regides proximas ao Equador, presas a rochas,
conchas de moluscos e sobre outras algas (TEIXEIRA, 2012). Sao eficientes na
producdo de polissacarideos sulfatados (carragenanas e &gar), bem como de
substancias halogenadas, terpenos, policetideos, fendis, hidrocarbonetos volateis e
acetogeninas (ANAND et al., 2018).

7.2.1. 1.7 A macroalga Acanthophora spicifera

A Acanthophora spicifera € uma alga vermelha pertencente a classe
Rhodophyceae, ordem Ceramiales, familia Rhodomelaceae, de ocorréncia em uma
ampla variedade de substratos marinhos, sendo uma das espécies de algas
vermelhas mais abundantes em regides de recifes, destacadamente em habitats
tropicais e subtropicais, com maior biomassa encontrada em lugares quentes
(KILIAR; MCLACHLAN, 1986).

Apresenta coloragcdo vermelho-acastanhada ou esverdeada, comumente
utilizada no preparo de alimento para dieta humana, e também como importante
fonte de alimento para outros organismos marinhos, além de funcionar como biofiltro
(LANG et al, 2007).

Varios compostos de interesse foram identificados em A. spicifera, incluindo
flavonoides com atividade antibacteriana e antitumoral, além de outras substancias
fenodlicas com potencial antioxidante e antidiabético (SALI et al. 2018). Além disso,
estudos realizados por Burkholder, Burkholder e Almodovar (1960) mostraram que o
extrato metandlico da alga possui atividade antiviral e antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Mycobacterium smegmatis.

Com relagdo a quimiodiversidade de metabdlitos secundarios produzidos
pela alga, podemos citar o trabalho desenvolvido por Sali et al. (2018), o qual relatou
a presenca do esteroide 4-colestano-3,6-diona (33), além do &cido 2-

bromohexadecandico (34) e 6-bromoindol (35), como potenciais agentes citotoxicos.
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Figura 7: Principais metabdlitos secundarios isolados da alga Acanthophora

spicifera.
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Embora haja um a grande diversidade de algas ainda a serem exploradas,
nas ultimas décadas, pesquisas tém se concentrado no estudo de microrganismos
associados a algas marinhas, como por exemplo, os fungos endofiticos. Estes
apresentam ampla diversidade bioldgica e quimica, representando uma das mais
relevantes fontes de substancias bioativas, cujas aplicagbes tém auxiliado no

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

1.2.2 Endo6fitos: umarica fonte de metabdlitos funcionais

O termo endofitico esta relacionado a microrganismos que sao capazes de
colonizar o interior de tecidos de plantas e/ou algas durante toda ou parte de sua
vida, sem causar efeitos patogénicos aparentes, uma vez que a relacao entre alga e
enddfito se da de maneira simbidtica do tipo mutualistica, onde as algas fornecem
abrigo e nutrientes para os fungos, enquanto estes protegem as algas contra
agentes patogenos e fornecem resisténcia a condigcbes de estresse abidtico e
toxicidade (MANGANY!I et al., 2018).

Alguns pesquisadores acreditam que a relagcdo simbidtica entre endofito e
hospedeiro seja proveniente da evolugcao de interagbes antagdnicas, principalmente
parasitarias, onde houve um equilibrio entre a viruléncia do microrganismo endofitico
e as respostas de defesa do hospedeiro (RAJAMANIKYAM, et al., 2017).
Recentemente, foi evidenciado que a interacdo enddfito-planta/alga pode nao ser
apenas o equilibrio entre a viruléncia e as respostas de defesa, mas uma interagcéao
mais complexa que envolve recombinagao génica entre as espécies durante a fase
evolutiva (BOGAS, et al., 2022).
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Embora seja dificil a diferenciacédo entre fitopatdgenos e enddfitos, devido as
caracteristicas genéticas semelhantes, a bioprospeccdo de microrganismos
endofiticos constitui uma atividade potencial a futuros estudos que buscam encontrar
novas moléculas para a formulagdo de compostos bioativos com alto grau de
diversidade biologica e estrutural (LACERDA; POLONIO; GOLIAS, 2022).

De acordo com Bondkly, Bondkly, Bondkly (2021) a sintese de compostos
bioativos por microrganismos endofiticos geralmente é regulada e afetada por uma
série de fatores, que incluem a espécie do hospedeiro, gendtipo, origem do material,
localizacdo geogréfica, interagbes com o hospedeiro, além dos fatores bidticos e
abidticos que resultam na especificidade da micobiota da espécie hospedeira.

Por esse aspecto, os fungos conseguem se difundir por quase todos os
nichos ecoldgicos desenvolvendo uma série de estratégias que permitem seu
crescimento, recuperacdo em situacdes de estresse, e negacao a inibidores, ao
produzir metabdlitos secundarios com atividades biolégicas promissoras. Nesse
sentido, fungos endofiticos sao altamente diversos e constituem uma importante
fonte de metabdlitos novos, potenciais e ativos (SPITELLER, 2015).

Felicio et al. (2015) mostram que € importante avangar nas pesquisas com
fungos endofiticos associados as algas marinhas, principalmente devido ao potencial
biolégico desvendado pelas pesquisa de bioprospeccao, uma vez que foi relatado
em outros estudos, o isolamento de substancias antitumorais de fungos endofiticos
de plantas, como o placlitaxel (36), camptotecina (37), podofilotoxina (38),

vinblastina (39) e vincristina (40).



Figura 8: Exemplos de produtos naturais isolados de fungos endofiticos de plantas.
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Estudos realizados com fungos endofiticos de algas marinhas tém mostrado
uma grande quimiodiversidade de produtos naturais, exibindo diferentes atividades
farmacoldgicas interessantes como: antioxidante, anticancerigeno, anti-inflamatério,
antiviral e antiparasitario (LI et al., 2018; KAMAT et al., 2020). Dados relacionados a
esse tema apontam que, em 2018 houve um crescimento de 38% em relacao a 2017
de novas substancias produzidas por fungos endofiticos de algas marinhas, e que
até 2024 tendem a se tornar a fonte mais prolifica de produtos naturais marinhos,
ultrapassando cnidarios e esponjas (CARROLL et al., 2019). Numa revisdo mais
recente, € possivel perceber esse mesmo comportamento, onde em 2019, os
produtos naturais marinhos derivados de fungos representaram quase 47% do total
de novos PNM's relatados (Figura 9) (CARROLL et al., 2021).

Figura 9: Tendéncia de descoberta de produtos naturais marinhos.
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Fonte: Caroll et al. (2021) adaptado.

Sao exemplos de metabdlitos isolados de fungos endofiticos de algas
marinhas, o alcaloide quinolizidinico citrinidina A (41), os alcaloides quinolactinicos
quinolactina A (42) e B (43) e policetideos como a citrinina (44) e esclerotinina (45),
todas obtidas a partir do fungo Penicillium citrinum isolado na alga vermelha
Dichotomaria marginata (ANDRADE, 2014). Podemos destacar também os
sesquiterpenos botrianos (46-48) isolados do fungo Nemania bipapillata obtido da

alga Asparagopsis taxiforms (MEDINA et al., 2019).



Figura 10: Metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos de algas marinhas.
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A complexidade e importancia da relacao enddfito e alga indica um potencial
quimico e biolégico dos microrganismos na quimica de produtos naturais, nao
apenas pelos metabdlitos secundarios produzidos, mas também pela
sustentabilidade da produgdo de matéria prima em larga escala através de
processos fermentativos, uma vez que além da relacdo ecologica, os mesmos
habitam ecossistemas distintos (MEDINA, 2016; HONORIO, 2018).

1.3 DIFERENGCAS ENTRE PRODUTOS NATURAIS MICROBIANOS MARINHOS E
SEUS HOMOLOGOS TERRESTRES

A transicdo de plantas e animais do meio aquatico para o terrestre
demandou adaptacdo a um ambiente com propriedades fisicas e quimicas muito
distintas, onde o arcabouc¢o bioquimico dos organismos € microrganismos marinhos
e terrestres também tiveram que acompanhar a evolucao e, consequentemente, é
aceitavel presumir que os metabdlitos secundarios produzidos por endoéfitos desses
dois ambientes sejam notavelmente diferentes (STEELE; BRINK; SCOTT, 2019).

Nesse sentido, as comunidades microbianas s&o bastante diversificadas,
constituidas por uma maquinaria biocatalitica que medeia a biossintese de
metabdlitos secundarios, onde a complexidade estrutural das substancias
produzidas ira depender das relagdes intra e interespecificas em cada ecossistema,
a observar a diversidade, estrutura e localizacdo da comunidade hospedeira
(RAJAMANIKYAM, et al., 2017; BOGAS, et al., 2022).

Por esse motivo, produtos naturais microbianos marinhos e terrestres
possuem semelhangas e diferencas nas propriedades fisico-quimicas, e aspectos
estruturais do ponto de vista evolutivo. De acordo com Shang et al. (2018), em geral,
PNM's sdo menos soluveis e maiores, em termos de cadeia carbOnica, se
comparados com PNT's, além de possuirem anéis grandes (8 a 10 membros),
fragmentos e scaffolds unicos, e terem mais atomos de nitrogénio e halogénio,
especialmente bromo. Tais aspectos, sugerem que produtos naturais microbianos
marinhos podem ser produzidos por rotas biossintéticas mais variadas do que seus
homologos terrestres.

Atualmente, fungos endofiticos marinhos tém sido os mais estudados dentre
0s microrganismos desse ecossistema, sendo a fonte mais producente de novos

compostos bioativos. Entretanto, pesquisas apontam que apds 2015, 70% das
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substancias isoladas de fungos marinhos sdo estruturalmente semelhantes aos
isolados antes de 2015, o que supde que apesar dos avangos de coleta, cultivo e
isolamento, a revelagdo de novos produtos naturais marinhos ainda é baixa, e
bastante problematica, uma vez que os custos envolvidos na pesquisa marinha
podem ser bem mais onerosos do que estudos com microrganismos terrestres
(VOSER; CAMPBELL; CARROLL, 2022).

Sendo assim, de acordo com 0s mesmo autores, ao fazer um paralelo entre
as estruturas de produtos naturais microbianos marinhos e terrestres, ficou
evidenciado que aproximadamente 76% de todos os PN's isolados de enddfitos
marinhos estdo alinhados com os homologos terrestres, ou seja, microrganismos
marinhos e terrestres tendem a compartilhar genes biossintéticos comuns, em que
os principais subgrupos de metabdlitos compartilhados s&o policetideos, peptideos e
alcaloides.

Dessa maneira, Moghaddam et al. (2021) consideram que apesar da
crescente exploracdo do ambiente marinho para estudo, € importante que o foco das
pesquisas passe a considerar os microrganismos marinhos, aprimorando cada vez
mais as técnicas de cultivo e isolamento, para entado realizar estudos de comparacéao
gendmica entre microrganismos terrestres e marinhos, para que sejam direcionados

a descoberta de novos produtos naturais microbianos marinhos.

1.4 FUNGOS DA FAMILIA HYPOXYLACEAE

A familia Hypoxylaceae € uma das maiores familias do filo Ascomycota, que
foi recentemente criada para agrupar géneros ao quais antes eram classificados em
Xylariaceae. ApoOs diversas abordagens polifasicas, houve a constatacdo de que
essa familia possui caracteristicas filogenéticas distintas de outras linhagens de
Xylariaceae, o0 que permitiu uma reorganizacdo das familias a partir de
caracteristicas morfolégicas e quimiotaxonémicas (DARANAGAMA et al. 2018;
WENDT et al. 2018).

Os principais representantes dessa familia sdo os fungos do género
Hypoxylon e Annulohypoxylon, sendo que este ultimo foi proposto por Hsieh, Ju,
Rogers (2005) para abrigar espécies de Hypoxylon da se¢do Annulata, que durante
alguns anos, eram tidos no mesmo grupo taxonémico. Entretanto, devido as

diferencas morfoldgicas e de metabdlitos secundarios, bem como dos genes que
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codificam a B-tubulina e a-actina reforcaram ainda mais a segregacao dos dois
géneros (SANCHEZ-BALLESTEROS et al., 2000; SWANNASSAI et al., 2013).

De acordo com Becker; Stadler (2021) e Cheng et al. (2020), o Hypoxylon &
o0 maior género fungico dentro da familia Hypoxylaceae, com mais de 300 espécies
descritas, e mais de 200 metabdlitos potencialmente bioativos relatados, sendo uma
das principais fontes de drogas antimicrobianas e antifungicas, enquanto que o
Annulohypoxylon possui mais de 40 espécies conhecidas, e s&o ricas em
metabdlitos secundarios unicos, onde a maioria é de grande importancia

quimiotaxondémica.

1.4.1 Género Hypoxylon

O género Hypoxylon representa o maior numero de espécies dentro da
familia Hypoxylaceae, com alta diversidade morfolégica e quimica, encontrado
principalmente em regides tropicais e subtropicais. A maioria das espécies desse
género é saprofita, capaz de formar corpos de frutificacdo facilmente visiveis na
madeira, nutrindo-se de matéria organica morta. Contudo, podem ser encontrados
também como endofitos ubiquos de plantas e sementes, e por vezes isolados de
ambientes marinhos e invertebrados (LOUBIERE et al.,, 2017a; HELALY;
THONGBAI; STADLER, 2018).

De acordo com Stadler e Fournier (2006), a primeira descricdo de uma
espécie de Hypoxylon foi H. coccineum, que apresentou caracteristicas bastante
semelhantes com H. fragiforme. Essas espécies tem como principal metabdlito
secundario a azafilona, um pigmento estromal cujo primeiro representante descrito
foi a mitorubrina (49) que mais tarde incluiu seus derivados mitorubrionol e acetato
de mitorubrinol, respectivamente (50-51), além das rubiginosinas A, B e C (52-54) de
H. rubiginosum (Quang et al., 2004), hipomiltina (55) em H. perforatum, rutilinas (56-
57) de H. rutilum (Quang et al., 2005) caracterizadas como azafilonas diméricas
derivadas da condensacado de monémeros do tipo mitorubrina e rubiginosina, dentre
outros.

Além dessas substéancias, Stadler et al. (2006) detectaram em H. fragiforme
as fragiforminas (58-59), com atividade nematicida, antibacteriana e antifungica.
Essas substancias foram descritas juntamente com citocalasinas H (60) encontradas

no corpo de frutificagdo jovem, com capacidade de desempenhar inibicdo da HIV-1
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protease (ONDEYKA, et al., 1992). Recentemente, Yuyama et al. (2018) e Wang et
al. (2019) descreveram novas citocalasinas nessa espécie de Hypoxylon com

atividade de inibir o biofilme de Staphylococcus aureus.
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Figura 11: Exemplos de alguns metabdlitos secundarios isolados de fungos do género Hypoxylon.

HO

50 R= OH
51 R=OCCHzs

48




49

OH

,R=H

HO

56 R4

OH

HO

Ro=

57 Ri=H,

§
=
o

aw
RN

OH

HO




50

1.4.1.1 A espécie Hypoxylon monticulosum

Hypoxylon monticulosum € um fungo ascomiceto pantropical pertencente a
familia Hypoxylaceae, que apds estudos taxondmicos recentes e abordagens
polifasicas, agora faz parte do género Hypomontagnella, um novo género separado
de Hypoxylon criado por Lambert et al. (2019), cuja espécie, atualmente, € colocada
em um clado separado como o nhome de Hypomontagnella monticulosa. Constitui-se
como uma espécie amplamente distribuida no ambiente marinho e terrestre,
produzindo uma grande variedade de compostos bioativos com atividade citotoxica,
antimicrobiana e antifungica (SURUP et al., 2014).

Além de suas bioatividades, alguns dos metabdlitos secundarios
sintetizados por H. monticulosum funcionam como marcadores quimiotaxonémicos
da espécie, como o esporotriolideo (61), uma furofurandiona cuja primeira
ocorréncia data de 1994, quando Krohn et al. (1994) isoloram a substancia, com
forte atividade antifungica a partir do fungo Sporothrix sp. Anos mais tarde, Loubiére
et al. (2017a) isolaram da esponja marinha Sphaerocladina o esporotriolideo e
compostos relacionados, como os acidos desoxiporétrico (62), e esporotrico (63),
além de uma nova familia de produtos naturais conhecidas como esporochartinas
(64-68), estas com atividade citotoxica contra linhagens de células cancerigenas
HCT-116, PC-3 e MCF-7 (LOUBIERE et al., 2017b).
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Figura 12: Metabdlitos secundarios isolados da espécie Hypoxylon monticulosum.
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1.4.2 Género Annulohypoxylon

Apos extensas avaliagbes morfologicas, bem como analises de
sequenciamento gendmico, o género Annulohypoxylon foi criado a fim de acomodar
espécies que apresentavam caracteristicas morfolégicas distintas de outras
espécies do género Hypoxylon, mas que eram classificadas como pertencentes ao
género Hypoxylon e tratadas como Hypoxylon sect. Annulata (HSIEH; JU; ROGERS,
2005).

Esse género possui mais de 40 espécies conhecidas, e sao ricas em
metabdlitos secundarios Uunicos, onde a maioria é de grande importancia
quimiotaxondémica. Nos ultimos 15 anos, estudos antigos com substancias extraidas
de Hypoxylon foram reorganizados, e passaram a ser incluidos como
Annulohypoxylon como foi o caso do Annulohypoxylon truncatum e Annulohypoxylon
cohaerens, antes classificados como Hypoxylon truncatum e Hypoxylon cohaerens,
respectivamente (SUDARMAN et al., 2016; BECKER; STADLER, 2021).

Quang et al. (2005) propuseram um dos primeiros trabalhos de classificagao
quimica do género Annulohypoxylon, no qual foram estudados extratos de corpos
frutiferos de 26 espécies (na época ainda era classificado como subespécie
Hypoxylon sect. Annulata). Kuhnert et al. (2017) realizaram um trabalho mais
extenso, enfocando a filogenia e quimiotaxonomia do género, no qual 42 espécies
foram analisadas por HPLC-MS a fim de verificar os metabodlitos marcadores de
classificagao quimica.

A partir desses dois estudos, foi possivel notar que o género
Annulohypoxylon exibe um arcabouco de metabdlitos que vao desde azafilonas, tais
como cohaerinas A e B (69-70) e multiforminas A, B, C e D (71-74), com importante
atividade antioxidante; derivados de naftaleno, que sao bastante onipresentes como
o binaftaleno-4,4‘5,5tetrol (BNT, 75), seus derivados oxidados como a truncatona
C (76), hipoxilandis D, E e F (77-79) e daldinona J (80), onde os trés ultimos
pertencem a subclasse [j] fluorantenos, encontrados até agora, exclusivamente, em
Annulohypoxylon (KUHNERT et al., 2017; QUANG et al., 2005).



Figura 13: Metabdlitos secundarios isolados do género Annulohypoxylon.
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1.5 AVANCOS RECENTES NA DESCOBERTA E DESENVOLVIMENTO DE
PRODUTOS NATURAIS MICROBIANOS MARINHOS

A alta variedade de produtos naturais microbianos marinhos oferece
oportunidades promissoras para descoberta de medicamentos, especialmente no
manejo de doencas infecciosas e cancerosas. Nesse sentido, uma analise
abrangente dos metabdlitos produzidos por esses microrganismos € fundamental
para entender a dindmica dos processos biossintéticos, bem como os fatores
ecologicos e biologicos por tras da producado de um determinado metabdlito (LYU et
al., 2020).

Com o progresso da coleta de amostras marinhas, separacao de compostos,
determinacado estrutural, além das técnicas de alto rendimento que abrangem
genbmica, transcriptbmica, protebmica e metabolémica, a quimica de produtos
naturais microbianos marinhos tem se desenvolvido em um fluxo muito mais rapido
do que as abordagens classicas, permitindo avaliar grandes conjuntos de
metabdlitos a partir de multiplas amostras, favorecendo a desreplicacdo ao propor
uma visao abrangente dos metabdlitos (REVERTER et al., 2020).

Nos ultimos anos, a metabolémica tem sido largamente utilizada com uma
ferramenta em pesquisas bioanaliticas, a fim de investigar a interacdo entre
organismos marinhos mediadas por compostos quimicos, permitindo a identificacao
e quantificacdo dos metabdlitos em uma amostra (XIA et al., 2022). Notavelmente, a
abordagem metaboldmica n&o direcionada tem sido bastante utilizada pelos
pesquisadores, uma vez que a triagem dos metabdlitos € realizada por meio de
técnicas hifenadas que incluem LC/MS, GC/MS e espectroscopia de RMN, além de
envolver multiplas amostras, analises numéricas, e bancos de dados para identificar
padrbes e marcadores quimiotaxonémicos (BHATIA et al., 2022).

Nesse contexto, a producado e identificacdo de compostos bioativos de
endofitos marinhos requer cooperagao multidisciplinar, haja vista que a abordagem
metaboldmica permite a analise de misturas quimicas complexas, onde é necessario
a padronizacao de métodos para as diferentes amostras analisadas, processamento
e tutoria de dados a ser realizada por varios softwares e plataformas online, além do
conhecimento e dominio de ferramentas de bioinformatica como as redes
moleculares (REVERTER et al., 2020).
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No caso das redes moleculares, especialmente a disponibilizada pela
plataforma GNPS, cujos dados sao pautados nos espectros de massas sequenciais
(tandem MS/MS), ela é produzida a partir de um unico conjunto de dados ou uma
lista de substancias, a qual pode destacar diferentes relacionamentos, tais como:
estatisticos (metabdlitos congéneres), bioquimicos (substratos de reagdes
conhecidas), e quimicos (estruturas semelhantes), onde os algoritmos detectam e
agrupam metabdlitos com base na similaridade dos espectros de massas de
fragmentacdo, mapeando o espaco quimico de amostras complexas, facilitando a
descoberta de novas moléculas e analogos de compostos conhecidos (GAUGLITZ
et al., 2022; SCHMID et al., 2021).

Sendo assim, o uso da abordagem metabolémica associada a técnica
OSMAC, inserida no contexto da quimiometria, onde é feito um delineamento
experimental orientado, tende a ser uma estratégia bastante inovadora para a
descoberta e desenvolvimento de produtos naturais de fungos endofiticos marinhos,
ao permitir uma analise mais abrangente e informativa de amostras complexas em
diferentes condicdes de cultivo, com um numero minimo de experimentos,
melhorando as anotacdes de caracteristicas de metabdlitos, redes de similaridade
espectral, desreplicagdo e novas percepcdes de metabdlitos potencialmente
bioativos (REVERTER et al., 2020).

1.5.1 Variacado das condic¢fes de cultivo de microrganismos — One Strain Many
Compounds (OSMAC)

Quando um microrganismo cresce em ambiente natural ou em laboratdrio,
sua producao metabdlica é influenciada pela diferenca no fornecimento de nutrientes
e aspectos fisicos (HEWAGE et al., 2014). Sendo assim, a manipulacao sistematica
das condicdes de fermentacdo de determinado fungo, por exemplo, técnica
conhecida como OSMAC (One Strain Many Compounds), representa uma maneira
efetiva de ativar vias biossintéticas silenciadas ou pouco expressas dos
microrganismos, visando assim uma maior producdo de diferentes metabdlitos
(BODE et al., 2002).

Essa estratégia possibilita a variacdo de cultivo de maneira racional, onde
tanto a disponibilidade de nutrientes do meio de cultura escolhido, bem como os

parametros fisicos como: luminosidade, temperatura, agitacdo, pH, adicdo de



57

inibidores enzimaticos, aeracao, uso de diferentes frascos de cultura, adicdo de sais
inorganicos e materiais adsorventes, podem alterar significativamente a producao de
metabodlitos de maneira favoravel ou ndo, ou até mesmo aumentar ou diminuir a
producdo de alguma substancia especifica (VANDERMOLEN et al., 2013).

De maneira geral, a escolha do parametro a ser alterado é aleatéria. Por
esse motivo, tais variagdes sdo conhecidas como indugdes randémicas, nas quais €
desenvolvida uma grande quantidade de experimentos fazendo diversas alteracgoes,
de maneira sistematizada, a fim de verificar o aumento da variabilidade metabdlica
de determinado microrganismo (CHRISTIAN et al.; 2005).

Tendo em vista o exposto, e com a finalidade de otimizar as condi¢des
experimentais de cultivo da linhagem fungica em questdo, esse estudo aplicou a
técnica OSMAC em dois momentos distintos. Primeiro, na escolha do meio de cultivo
que forneceu maior diversidade metabdlica; segundo, associado a ferramentas
quimiométricas, que possibilitou criar um desenho experimental em forma de

planejamento fatorial completo (Figura 14).

Figura 14: Fluxograma para metabolismo secundario baseado em OSMAC.
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1.5.2 Quimiometria e Planejamento Fatorial Completo (23)

Entendida como a aplicagdo cientifica de métodos matematicos e
estatisticos projetados para medir a magnitude da correlagcdo entre fatores fisicos,
de qualidade, e dados instrumentais analiticos usados para interpretar informacoes
quimicas, a quimiometria € uma realidade em diversos laboratérios de pesquisa.
Essa metodologia € comumente aplicada quando se deseja identificar, num universo
de variaveis, aquelas com maior importancia ou efeito sobre uma resposta de
interesse (CHARLES; ALAMSJAH, 2019).

Segundo Teofilo e Ferreira (2006), a aplicabilidade da quimiometria esta em
definir de maneira objetiva, quais fatores interferem com maior significAncia numa
dada resposta, e quais sao os ajustes que levardo ao melhor resultado. De maneira
geral, essa triagem é feita por meio de planejamentos fatoriais (completo e
fracionario), onde o pesquisador, com auxilio de dados bibliograficos, ira identificar
as variaveis que mais se adequam ao objeto de estudo (FILHO, 2017).

Normalmente, a combinacao de k fatores (variaveis) € investigada em dois
niveis, consistindo num planejamento fatorial de 2k experimentos, em que 0s niveis
sdo nomeados pelo sinal (-) para o nivel mais baixo e (+) para o nivel mais alto,
onde a partir de entdo, todas as combinag¢des possiveis desses dois niveis séo
investigadas (MONTGOMERY, 2003). Por esse aspecto, Filho (2017) propde que o
planejamento fatorial completo seja utilizado quando se deseja testar entre duas a
quatro variaveis, em dois niveis, podendo fazer no maximo 16 experimentos (24), e
em situagbes que se queira testar mais de cinco variaveis, utilizar o planejamento
fatorial fracionario, pois executara um numero menor de experimentos.

Depois dessa primeira etapa de triagem, e de posse dos fatores que
possuem maior efeito sobre uma dada resposta em estudo, outra ferramenta
estatistica muito eficaz € o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), que
permite a exploragdo de todo o espaco amostral com pontos axiais definidos e
equidistantes de um ponto central (MATEUS et al., 2001). Essa ferramenta aliada a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) permite a otimizagado de variaveis e
obtencdo do ponto 6timo, a partir da identificacdo da relacdo entre variaveis
controlaveis e resposta do sistema analisado (MYERS; MONTGOMERY, 1995).

As vantagens dos planejamentos fatoriais estdo na redugdo do numero de

experimentos sem prejuizo na qualidade da informagao, observar interacdes entre
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as variaveis, conhecer antecipadamente a quantidade de experimentos a serem
realizados para alcangar determinado objetivo, bem como favorecer a economia de
materiais, tempo e residuos quimicos, 0 que se apoia nos principios da quimica
verde (FILHO, 2017).

Sendo assim, o uso dessa ferramenta no estudo do metabolismo secundario
e da quimiodiversidade de produtos naturais de fungos endofiticos associados a
algas marinhas torna possivel extrair, com alta reprodutibilidade, uma grande
quantidade de informagdes usando diferentes condigdes de cultivo, que podem ser
modificadas, com um numero minimo de experimentos, permitindo, assim, estimar a
totalidade de possiveis interagées entre parametros eleitos para analise, bem como
predizer condi¢des otimizadas para condugédo de experimentos através de modelos
de regressao (PILON et al., 2016).

Portanto, de posse dessas informacdes, esse trabalho propés um desenho
experimental em forma de planejamento fatorial completo 23, o que gerou oito
experimentos, onde as variaveis escolhidas para analise foram temperatura, tempo
de cultivo e luminosidade, conforme sera detalhado adiante, a fim de verificar como
resposta o aumento da variabilidade quimica dos metabdlitos produzidos ao
acompanhar a disposicdo de bandas cromatograficas, analisadas por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector com Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

1.5.3 Molecular Networking e a Plataforma GNPS

A rede de interagcdes moleculares, comumente conhecida por Molecular
Networking, vem sendo cada vez mais consolidada, quando o objetivo é aperfeicoar
e acelerar a anotacdao de metabdlitos em extratos brutos. Essa ferramenta atua
agrupando clusters (conjunto de nodos e arcos), dentro de uma ou mais amostras,
que possuem perfil de fragmentacao semelhante em relacdo a espectrometria de
massas (EM) tandem (WANG et al., 2016).

Para Bauermeister et al. (2022), a analise de espectros de massas,
especialmente os de fragmentagdo sequenciais (MS/MS), tem sido amplamente
difundida em metabolémica, devido a capacidade em detectar e quantificar uma
diversidade de moléculas em amostras biolégicas complexas. Um exemplo claro

dessa nova abordagem, tem sido o desenvolvimento de algoritmos, ferramentas
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computacionais e plataformas capazes de compilar tais informacbes, como a
plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS).

O GNPS possui sua propria biblioteca espectral voltada para analise de
conjuntos de dados em experimentos de espectrometria de massas, que permite
gerar redes moleculares e obter informagdes quimicas de uma variedade de
amostras/ extratos ao mesmo tempo, onde o algoritmo é capaz de organizar cada
espectro adquirido, e os categorizar por similaridade, cujo valor calculado sera o
cosseno do angulo formado entre os vetores resultantes obtidos pelo alinhamento
espectral e comparagao do deslocamento dos ions fragmento de cada espectro
presente nas amostras ou entre as amostras e o0s espectros de referéncia
depositados no banco de dados (PILON et al., 2021).

Por esse aspecto, a quimica de produtos naturais voltada a compreensao
sistematica de eventos multivariados empregando EM, associado a ferramentas de
bioinformatica e analises quimiométricas, tem favorecido o esquadrinhamento de um
vasto conjunto de dados relacionados a extratos néo so6 de plantas, mas também de
microrganismos, em especial fungos endofiticos, suscitando informacgdes valiosas
guanto a rotas biossintéticas envolvidas em grupos distintos (RUSSO et al., 2022).

Outras ferramentas tém sido utilizadas em conjunto com as redes
moleculares, as quais sdo compostas por algoritmos, capazes de prever possiveis
padrdes de fragmentagdo, para os constituintes de determinado banco de dados
estruturais previamente disponiveis, com base apenas em suas estruturas quimicas.
Como por exemplo, no proprio GNPS temos o DEREPLICATOR que consiste numa
ferramenta que permite desreplicar produtos naturais peptidicos conhecidos em
dados de MS/MS, e o Networking Annotation Propagation (NAP) que usa as redes
moleculares, e os hits obtidos na biblioteca do GNPS, para ranquear as moléculas
candidatas a serem anotadas a cada nodo, facilitando a conferéncia manual dos
resultados (MOHIMANI et al., 2018; DA SILVA et al., 2018; FOX RAMOS et al.,
2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Aplicar métodos quimiométricos do tipo planejamento fatorial completo 23 e
Delineamento por Composto Central Rotacional (DCCR) para buscar uma maior
producao metabdlica do fungo endofitico Hypoxylon monticulosum, isolado da alga
marinha Acanthophora spicifera bem como avaliar os perfis quimicos e bioldgicos

dos metabdlitos secundarios produzidos.

2.2 ESPECIFICOS

e Cultivar o fungo endofitico Hypoxylon monticulosum e Annulohypoxylon
stygium isolados da alga A. spicifera, em diferentes meios de cultivo (Malte,
MBD, Czapek e Arroz), variando o tipo de agua utilizada para o preparo dos
mesmos (agua do mar e agua ultra pura) e obter seus extratos brutos.

e Aplicar a metodologia de planejamento fatorial completo (23) para avaliar a
influéncia das condicdes de cultivo testadas na diversidade quimica do fungo
H. monticulosum, bem como criar redes moleculares - Molecular Networking -
na plataforma GNPS.

e Otimizar o numero de metabdlitos produzidos por H. monticulosum por meio
de DCCR associado a MSR.

e Obter o extrato bruto em escala ampliada de H. monticulosum em condi¢des
otimizadas, e fraciona-lo por coluna a baixa pressao e CLAE-DAD semi-
preparativo.

e Elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas através da
combinacdo de métodos espectroscopicos (dados de RMN uni e
bidimensionais e UV) e espectrométricos (EM e CG-EM).

e Auvaliar o potencial antimicrobiano, anticolinesterasico, citotoxico e nematicida
dos extratos.



62

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Meio de cultivo

Tabela 1: Meios de cultivo utilizados para cultivo dos fungos endofiticos.

Meios de cultivo Tipo Marca
BDA Sadlido Acumedia
Arroz Sadlido Parboilizado
MDB Liquido Acumedia
Malte Liquido Kasvi
Czapeck Liquido Kasvi

Fonte: Autor.

3.1.2 Solventes gerais

Foram utilizados solventes padrdes analiticos (P.A) ou destilados como
metanol, acetato de etila e etanol das marcas Synth e Merck para extracédo e
fracionamento. Em anélises de RMN 1D e 2D utilizou-se os solventes deuterados

DMSO-ds e CH30H-d4 das marcas Sigma-Aldrich e Deutero, respectivamente.

3.1.3 Equipamentos gerais para o desenvolvimento do projeto

Os extratos e fragdes foram concentrados em evaporador rotatério da Buchi
R-114 (banho de aquecimento B-480), sob pressao reduzida com auxilio de bombas
de vacuo D-91126 Schwabach da Heidolph Instruments e refrigeracdo Marconi BTC-
9090.

Para esterilizacdo de material foi usada uma autoclave vertical da marca
Phoenix Luferco, e para os trabalhos com microrganismos foi utilizada uma camara
de fluxo laminar vertical da marca Pachane.

As amostras foram pesadas em balancas Mettler Toledo AG245 e AG204
(analiticas) e Marconi BG2000 (semi-analitica).
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As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro,
empregando como fase estacionaria silica de fase reversa do tipo octadecil silano (C-
18), da marca Sorbent Technologies, com porosidade de 60 A e tamanho de
particulas de 40-75 pm (200-400 mesh). As dimensdes das colunas variaram de

acordo com a quantidade de material a ser analisado.

3.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD)

As analises por CLAE-DAD foram realizadas em dois equipamentos da
marca Shimadzu, a saber:
e Analitico: duas bombas LC-20AT, degaseificador DGU-20A3, comunicadora
CBM-20A, injetor automatico SIL-20A, detector de arranjo de diodos SPD-
M20A, forno modelo CTO-20A.

e Analitico e Preparativo: duas bombas LC-6AD, comunicadora CBM-20A,

injetor automatico (modo analitico) SIL-10AF, detector de arranjos de diodos
SPD-M20A.

O tratamento dos dados foi obtido através do software Shimadzu LC Solution
(versao 1.25 SP2). Além disso, foram utilizadas colunas colunas C-18 Phenomenex
Gemini e Luna (250 x 4.60 mm; 5 pm; 110A) no modo analitico, e coluna C-18 (2)
Phenomenex Luna (250 x 10 mm; 5pm; 100A) no modo semi-preparativo.

Para as analises em modo analitico, as amostras (8,0 mg) foram
solubilizadas em 1 mL de solugdo MeOH:H20 (95:05) e submetidas a um clean up||
utilizando cartuchos de silica C-18 (Mackerey-Nagel Chomabond® - 3mL/500mg).
Cada injecao foi de 10 pL.

Para as analises em modo semi-preparativo, as amostras também foram
solubilizadas em solugdo MeOH:H20 (95:05) e submetidas ao clean up| utilizando
cartuchos de silica C-18. Em seguida, foram secas e diluidas em solugcdo de
MeOH:H2O e/ou ACN:H.O de mesma polaridade que o inicio da corrida, até
concentragdo de 20 mg.mL'. Antes da injecdo as amostras foram devidamente
filtradas em membranas PTFE (0,22 um). Cada injecao foi de 100 pL.

Em todas as anélises por CLAE-DAD foram utilizados solventes de grau
CLAE (Merck Millipore Lichrosolv® ou J. T. Baker Solusorb®) e agua ultra pura
(MilliQ).
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3.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN de 'H e
13
C)

Os espectros de RMN de H (300 e 600 MHz) e 3C (75 e 151 MHz) uni e
bidimensionais foram realizados em espectrofotdmetro Bruker 300 Fourier (7,1 T) e
Bruker Ascend 600 (14,1 T).

3.1.6 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As analises de cromatografia em fase gasosa foram realizadas em um
cromatografo a gas Shimadzu, modelo QP2020, com ionizagdo por elétrons (El),
equipado com injetor automatico AOC-20i, e coluna capilar Restek® SH-RTx-5MS
(5% difenil / 95% dimetil polisiloxano) com dimensdes de 30m x 0,25 mm (D.l) x 0,25
pm (espessura do filme).

A analise seguiu as seguintes condicoes:

e Temperatura do injetor: 260 °C.

e Modo de injecao: splitless/split (modo de Grob) inicio splitless, 0,75 min. split
(1/50) e 2 min. split 1/20.

e Temperatura do detetor: 310 °C.

e Vazdo do gas de arraste (N2): 1,0 mL.min', gas de make up: 29 mL.min"', ar
sintético: 10 mL.min"" e hidrogénio: 1 mL.min".

e Coluna: 140°C (3 min) —> 320 °C (10 min)

As condi¢des cromatograficas analisadas por CG-EM tiveram ionizagao por
impacto eletrénico a 70 eV, e a faixa das massas de aquisi¢cao foram de m/z 50-500
Daltons.

Para esse tipo de analise os extratos foram submetidos as reagdes de
derivatizagdo:

e Metoximacgdo: 7,0 mg da amostra foram solubilizados em 80 pl de uma

solucdo de metoxiamina em piridina (20 mg/ml) e em seguida adicionou-se
mais 100 pl de piridina e aqueceu-se em banho-maria a 30 °C por 90 min.

e Sililacdo: Na amostra metoximada adicionou-se 200 pl de MSTFA [N-metil-N
(trimetilsilil) trifluoroacetamida], homogeneizou-se bem e aqueceu-se a 37°C

por 30 min.
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ApoOs esses procedimentos, a amostra foi filtrada com microfiltro de 0,22 pm
e transferida para vial com insert de 350 pl.

Estas reagbes sao necessarias para que as substancias desconhecidas
presentes se tornem mais volateis e com maior estabilidade térmica, permitindo a
analise por CG-EM. Essa técnica consiste na substituicdo dos hidrogénios ativos
presentes nos grupamentos -OH, -SH, -NH e -COOH por unidades de trimetilsilano
(TMS) ou tertbutildimetilsilano (TBDMS).

As estruturas de moléculas propostas foram analisadas pelo software
Shimadzu GCMS solution Ver. 2.61, os indices de retencao (IR) foram calculados
pela equacao de Van den Dool e Kratz, utilizando um padréo de hidrocarbonetos
(C8-C40) analisados nas mesmas condicdes dos extratos, e em seguida esses
indices de retencdo foram comparados com a base de dados NIST (Instituto

Nacional de Normas e Tecnologia).

3.1.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM)

Equipamento Utilizado: Sistema LC Shimadzu®: Bomba: LC-20AD. Detector
de Arranjo de Diodos: SPD-M20A. Injetor automatico: SIL-20AHT. Modulo de
Comunicaggo: CBM-20A. Modo: Auto-MS. MS/MS Frag Ampl: 75%. Full: 50-1200
m/z. Espectrometro de Massas: Amazon SL Bruker®. Fonte de ionizacdo: eletrospray
(ESI). Analisador: lonTrap.

Método CLAE: Fase moével: Metanol (B)/ Agua ultra pura (A). Gradiente
exploratério: 5% a 100% de B em 45 minutos, 45-55 minutos em 100% de B, 55-57
minutos retornando a condicao inicial de 5% de B e de 57-68 minutos permanecendo
em 5% para o reequilibrio da coluna. Fluxo: 1 ml.min-!. Fase estacionaria: coluna C-
18 Phenomenex Gemini e Luna (250 x 4.60 mm; 5 pm; 110A) no modo analitico.
Concentracao do extrato: Tmg.mL-".

O software utilizado para tratamento dos dados foi Data Analysis versao 4.3.
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3.2 METODOS

3.2.1 Selecao e coleta da macroalga

Em abril de 2015 foram coletadas no costao direito da Praia da Fortaleza,
Ubatuba-SP, pequenas quantidades das partes saudaveis da alga Acanthophora
spicifera para o isolamento de fungos endofiticos. O material coletado foi lavado
cuidadosamente em agua do mar e armazenado em frascos contendo agua do mar
esterilizada por autoclavagem e o antibiético sulfato de gentamicina (140 mg.mL").
Logo em seguida, acondicionou-se esse material em caixas térmicas, que foram

transportadas ao Instituto de Quimica - UNESP/Araraquara.

3.2.2 Obtencéo e cultivo do endéfito

J& em laboratorio, a alga foi submetida a esterilizagcdo utilizando os
seguintes métodos:
e Método 1: imersao em etanol 70% por 10 segundos.
e Método 2: imersdo em solugdo de NaOCI 1% por 6 segundos e em etanol
70% por 2 segundos.

Ambos os procedimentos foram seguidos de uma dupla lavagem em agua
estéril por 10 minutos (SILVA, 2005).

ApoOs o processo de esterilizacdo, a alga foi seccionada com uso de pinga e
bisturis cirurgicos estéreis e transferida para placas de Petri contendo meio de
cultivo solido batata-dextrose-agar (BDA), ao qual foi adicionado, ap6s ser auto-
clavado, o antibiético sulfato de gentamicina (100 pg.mL-") para evitar o crescimento
bacteriano. Para cada método foram usadas duas placas preparadas com agua ultra
pura e duas placas com agua do mar. Para controle da eficacia do método de
esterilizacdo, uma aliquota de agua de lavagem foi inoculada em BDA/agua ultra
pura e BDA/agua do mar.

O crescimento dos fungos foi monitorado, e repiques sucessivos foram
realizados até a obtencdo das linhagens puras, as quais foram preservadas em
frascos com agua esterilizada (agua do mar ou ultra pura) e o fungo em meio sélido

BDA. Em seguida, os frascos foram lacrados, mantidos em temperatura ambiente e
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depositados na micoteca do Departamento de Bioquimica e Quimica Organica, 1Q-
UNESP (Figura 15).

A avaliagcdo da pureza da linhagem fungica foi realizada pela aparéncia
uniforme das placas, sendo posteriormente preservadas em slants|, contendo agua
estéril (MOORE-LANDECKER, 1996). A partir da alga A. spicifera foi possivel isolar

os fungos H. monticulosum e A. stygium.
Figura 15: Metodologia de esterilizagéo, isolamento e purificagdo dos enddfitos.

|§>-

PDA (+ Gentamicina
(100 ug mL'")

Algas coletadas Esterilizagao [ Inoculagéo

p - -
Endofitos / Linhagens puras Crescimento
slants

Fonte: Honério adaptado, 2018.

3.2.3 Identificagdo dos fungos H. monticulosum e A. stygium

A identificagdo dos fungos endofiticos H. monticulosum e A. stygium isolados
de A. spicifera foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Marcos Anténio Soares da
UFMT, sendo que as cepas fungicas foram agrupadas morfologicamente e o
agrupamento foi confirmado pela analise de tragcos em microscopicos utilizando
Iaminas de microcultura e posteriormente comparados com dados taxonémicos.

A identificacdo seguiu através do sequenciamento Sanger de regides

especificas do DNA (ITS) do microrganismo. Inicialmente foi feita a extracdo do
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material genético kit (ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™), seguido do preparo das
reacoes para O sequenciamento. O sequenciamento das amostras foi feito
automaticamente por eletroforese capilar no equipamento ABI3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) e, em seguida, foi realizado o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos produzidas com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank
(banco de dados gendmicos).

A PCR para amplificacdo da regiao de codificacédo ITS (Internal Transcribed
Sequence), que € a regiao mais utilizada mundialmente para identificacao de fungos,
foi realizada com auxilio dos primers ITS1 e ITS4 na concentragcao de 10 picomols.
O volume final de cada amostra foi de 25 microlitros, posteriormente inserida no
termociclador usando a programacao abaixo:

[) Inicializacdo: 94°C por 3 min.

[I) 35 ciclos: 94°C por 0:45s, 49°C por 0:45s, 72°C por 0:50s

lll) Extens&o final 72°C por 10 min.

Para avaliar a eficiéncia do PCR, foi preparado um gel de agarose 0.85%
corado com brometo de etideo, onde foi aplicado, em cada poco, 5 microlitros da
amostra junto com tampéao. O gel foi submetido a eletroforese com intensidade de 90
volts durante 40 min. Em seguida, o gel foi analisado por fotodocumentador UV, para
observar a formacao de bandas no gel, indicando que a metodologia para o PCR foi
eficiente. Com isso, esta foi submetida a sequenciamento usando os reagentes big
dye, agua ultrapura e big dye terminator, nas concentracdes indicadas pelo
fabricante, sendo entdo inseridas no sequenciador de Sanger modelo ABI 3500 por
12h.

O resultado da etapa anterior € uma sequéncia de nucleotideos, com cerca
de 500 pares de base (pb) por amostra. As sequéncias foram visualizadas no
software Bioedit e cada sequéncia foi comparada com o banco de dados GenBank
(ferramenta Blast), que fornece o resultado da similaridade em forma de
porcentagem, sendo considerado satisfatorio as similaridades acima de 96%. As
espécies foram classificadas nas categorias fitopatdogeno, saprofito, micotrofico,
entomopatdgeno coprofilos, de acordo com os critérios estabelecidos pelos relatorios
da literatura e os Servico de Pesquisa Agricola do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA-ARS) banco de dados.
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3.2.4 Obtencdo dos extratos brutos dos fungos endofiticos em escala reduzida

A partir dos resultados dos trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
descritos anteriormente, as linhagens fungicas AS-01 (Annulohypoxylon stygium -
MQ), AS-02 (Hypoxylon monticulosum - MAR) e AS-09 (Hypoxylon monticulosum -
MQ) foram cultivadas em diferentes meios de cultura para a obtengcéo de diferentes
extratos brutos.

As linhagens fungicas preservadas, foram repicadas em placas de Petri
contendo BDA. Apds o crescimento desses fungos, aproximadamente, um tergo de
micélio de cada placa de Petri foi inoculado em cada meio liquido (MBD, Malte e
Czapeck) em modo estatico por 28 dias a 25°C, e em meio sélido (arroz) por 21 dias
a 25°C também em modo estatico.

Os meios liquidos foram preparados tanto com agua do mar como com agua
ultra pura esterilizada (3 frascos de Erlenmeyer - boca larga - contendo 200 mL de
meio liquido). Apds o periodo de incubacdo, o caldo foi separado do micélio por
filtracdo, e o filtrado foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila.
Apos evaporacao do solvente organico, foi obtido o extrato bruto de cada fungo
(Esquema 1). Para o meio solido, também foi preparado com agua do mar e com
agua ultra pura esterilizada (3 frascos de Erlenmeyer - boca larga - contendo 90 g de
arroz e 75,0 mL de agua). Apos o periodo de incubacdo, o meio sélido foi triturado e
extraido com acetato de etila (5 x 200 mL) em intervalos de 12h a cada extracao

(Esquema 2).

Esquema 1: Obtenc¢ao dos extratos brutos das cepas fungicas cultivadas em meio
liquido (MBD, Malte e Czapeck).

Cultura em escala reduzida em meio
liquido (28 dias, 25°C)

Meio liquido + Micélio CLAE/ DAD

- Filtracao
- Extragdo com AcOEt (3x)
- Evaporagao do solvente

Extrato bruto RMN H

Fonte: Autor.
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Esquema 2: Obtencao dos extratos brutos das cepas fungicas cultivadas em meio

sélido (arroz).

Cultura em escala reduzida
(21 dias, 25°C)

| Meio solido + Micélio |

- Evaporagéo do solvente

Extrato bruto

Fonte: Autor.

- Triturado e extraido com AcOEt (5 x 200mL)
em intervalos de 12h cada extragédo

ApoOs a obtencdo dos extratos brutos do meio sélido, os mesmos foram

fracionados de acordo com o Esquema 3.

Esquema 3: Fracionamento dos extratos brutos das cepas fungicas cultivadas em

meio solido (arroz).

Extrato bruto

- Solubilizagao (10,0 mL de AcOEt)
- Particéo (3 x 5,0 mL de H,0)
- Evaporagao dos solventes

Fase Aquosa Fase AcOEt
(Faq.) (Facoet)

- Solubilizagao (10,0 mL de ACN)
- Particdo (3 x 5,0 mL de Hexano)
- Evaporagéo dos solventes

Fase Hexanica Fase Acetonitrila

CLAE/ DAD

(FHex.) (FACN)

Fonte: Autor.

RMN 'H

Os solventes recolhidos foram reutilizados nestas extragdes, e ao término

desses processos, foram descartados de maneira adequada em bombonas
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devidamente rotuladas, e encaminhadas ao descarte, seguindo as Normas Gerais

de Gerenciamento de Residuos Quimicos do 1Q/ UNESP.

3.2.5 Construcdo da curva de crescimento do endofito H. monticulosum (AS-
02) para o planejamento fatorial completo 23

O crescimento da massa fungica filamentosa de AS-02 na cultura de extrato
de batata seguiu metodologia semelhante ao se obter os extratos brutos em escala
reduzida. Contudo, baseando-se no trabalho de Cardoso, Assis e Nahas (2009), o
método teve adaptacdes e o crescimento foi avaliado pelo peso seco micelial.

Para isso, o fungo H. monticulosum (AS-02) foi repicado em placas de Petri
contendo meio BDA. Apds o crescimento do fungo, um terco de micélio de cada
placa de Petri foi inoculado em meio liquido de batata-dextrose (MDB), solubilizado
em agua do mar, esterilizado em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 200
mL de meio liquido, e cultivado por 7, 14, 21, 28 e 35 dias a 25 °C, em modo
estatico.

Sendo assim, a curva de crescimento do fungo foi construida com cinco
pontos referentes a cada periodo de fermentagéao, e foi obtida a partir do peso seco
do micélio produzido (g/L) plotados versus tempo de incubacao, onde cada ponto da
curva de crescimento foi feito em triplicata. Para isso, o micélio foi separado do meio
de cultura atraves da filtragcdo a vacuo, empregando-se funil de Buchner, contendo
papel de filtro previamente seco e pesado a 100 °C por 24 horas. O micélio obtido
apos filtragao, foi levado a estufa nas mesmas condi¢des de temperatura e tempo de
secagem, logo em seguida, pesado para determinar o peso seco.

Os dados foram avaliados por meio do software Microsoft Office Excel®
versao 365.

3.2.6 Planejamento Fatorial Completo (2%) e Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)

Na tentativa de melhorar as condi¢cdes experimentais para uma maior
producdo metabdlica do fungo H. monticulosum (AS-02), foi aplicado um
planejamento fatorial completo (23) com a realizagdo de oito (08) experimentos nas
mais diversas condi¢des das variaveis, temperatura (X1), tempo de fermentagao (X2)
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e luminosidade (X3), modificando-as em dois niveis, sendo (-1) para nivel baixo e (1)
para nivel alto. Além disso, foram realizados mais trés (03) experimentos em torno
do ponto central (PC), considerado nivel zero (0), caracterizado pela média dos
valores dos niveis alto e baixo de cada variavel. Esse tipo de estratégia
experimental € uma etapa de suma importancia quando se deseja identificar, num
universo de variaveis, aquelas que sao mais significativas sobre uma dada resposta.
Para tanto, nessa estratégia, a resposta escolhida para avaliar a maior
producdo metabdlica do fungo H. monticulosum foi o numero de picos obtidos em
analise de CLAE-DAD dos extratos brutos em cada ensaio realizado. Aqui, vale
destacar que os extratos foram obtidos seguindo os mesmos métodos da obtencao
do extratos brutos em escala reduzida (Esquema 1), tendo como diferengas as

condicOes das variaveis escolhidas em cada ensaio (Tabela 2).

Tabela 2: Matriz do planejamento fatorial completo 22 para uma maior producéo
metabdlica do fungo H. monticulosum.

Ensaios Niveis codificados Valores reais
Temperatura Tempo Luminosidade
X1 X2 Xs °C) (Dias) (Horas)
1 -1 -1 -1 20 14 6
2 1 -1 -1 30 14 6
3 -1 1 -1 20 28 6
4 1 1 -1 30 28 6
5 -1 -1 1 20 14 18
6 1 -1 1 30 14 18
7 -1 1 1 20 28 18
8 1 1 1 30 28 18
9 0 0 0 25 21 12
10 0 0 0 25 21 12
11 0 0 0 25 21 12

Fonte: Autor.

Ap6s a realizacdo do planejamento fatorial completo 23, foi possivel perceber
que todas as variaveis analisadas foram significativas. Sendo assim, partiu-se para o
método DCCR, no qual foram realizados mais nove (09) ensaios, dos quais seis (06)
foram alterando as condi¢cOes das variaveis em uma rotacao de nivel equivalente a
1,68 tanto para baixo (-) como para o alto (+), e mais trés (03) ensaios em torno do

ponto central. Semelhante ao planejamento fatorial completo, os extratos também
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foram obtidos seguindo os mesmos métodos da obtencdo dos extratos brutos em

escala reduzida (Esquema 1) (Tabela 3).

Tabela 3: Matrizdo DCCR para otimizacédo da produg¢ao metabdlica do fungo H.
monticulosum.

Ensaios Niveis codificados Valores reais
Temperatura Tempo Luminosidade
X1 X2 Xs °C) (Dias) (Horas)
12 -1,68 0 0 16,6 21 12
13 1,68 0 0 33,4 21 12
14 0 -1,68 0 25 9 12
15 0 1,68 0 25 33 12
16 0 0 -1,68 25 21 2
17 0 0 1,68 25 21 22
18 0 0 0 25 21 12
19 0 0 0 25 21 12
20 0 0 0 25 21 12

Fonte: Autor.

Para fornecer as condi¢bes do controle de temperatura nos ensaios, foi
utilizada uma incubadora shaker de bancada SL-222/E, Solab; e para o controle de
luminosidade, os frascos Erlenmeyer foram envoltos com papel aluminio. Para
tratamento dos dados de CLAE-DAD foi utilizado o software Shimadzu LC Solution
(versdo 1.25 SP2), em que as amostras foram trabalhadas em modo analitico
conforme o descrito no item 3.1.4, e o numero de picos foi contado considerando o
valor da area minima de 25000, e descontando os picos da area do branco (controle
negativo). Ja os dados estatisticos foram obtidos com o auxilio do software Statistica

versao 10.

3.2.7 Dados da Rede de Interagc6es Moleculares (Molecular Networking — GNPS)

Os espectros de massas sequenciais (MS/MS) foram adquiridos em
CLAEauto MS/MS, no equipamento Amazon SL Bruker®, fonte de ionizacdo:
eletrospray (ESI), analisador: ion trap (sec¢ao 3.1.6). Os dados foram convertidos do
formato .d para o formato .mzML por meio do software MS-Convert que faz parte do
pacote ProteoWizard. Logo em seguida, os dados foram depositados no repositorio
Massive com auxilio do software WinSCP. A rede molecular classica foi gerada na

plataforma GNPS e os dados comparados com suas bibliotecas disponiveis.
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Os parametros de tolerancia foram: massa do ion precursor 2,0 Da e para
ion do fragmento MS/MS de 0,5 Da. Cosseno: 0,65. Minimo de picos: 06. Minimo de
cluster: 02. Finalmente, o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido
como 100 e as bordas de pontuacdo mais baixas foram removidas das familias
moleculares até que o tamanho da familia molecular estivesse abaixo desse limite
(WANG et al., 2016). O resultado da rede molecular pode ser observado pelo link:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=59d3d3ac2f6549f18fede09784e0
3883.

Foram utilizadas também as ferramentas NAP e Deraplicator para
desreplicagao in silico dos compostos, onde esta foi realizada com e sem a busca de
analogos peptidicos, e aquela foi direcionada para propagar informagbes de
correspondéncia de biblioteca espectral, definindo como banco de dados a propria
plataforma GNPS e o NPatlas, levando em conta os adutos [M-H]- para as buscas.

Além disso, para uma melhor compreensio das redes moleculares geradas
pelo Molecular Networking, foi utilizado o MoINetEnhancer, que permitiu uma visao
geral dos dados metabolémicos quanto as classes e sub-classes quimicas anotadas

com maior probabilidade de acerto para cada cluster (ERNST et al., 2019).

3.2.8 Obtencao do extrato bruto otimizado de H. monticulosum em escala

ampliada

Para obtengdo do extrato bruto otimizado em escala ampliada, o fungo
endofitico H. monticulosum (AS-02) foi cultivado em 09 frascos de Erlenmeyers
(totalizando 1,8 L) contendo meio de cultura MBD, que gerou 750,8 mg de extrato. A
metodologia de crescimento e extracao foi a mesma utilizada no item 3.2.4, na qual
o solvente foi evaporado e obteve-se o extrato bruto.

3.2.8.1 Fracionamento do extrato bruto em condi¢fes otimizadas (escala ampliada)

Observado o cromatograma de CLAE-DAD do extrato bruto otimizado em
escala ampliada (Figura 16), parte do mesmo (587,6 mg) foi submetido a uma
particao liquido-liquido (Esquema 3), que deu origem as fases aquosa (Faq. - 347,3
mg ) e acetonitrila (Facn - 217,8 mg) conforme os cromatogramas das figuras 17 e

18, respectivamente. A fase aquosa (297,3 mg), também foi submetida a


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=59d3d3ac2f6549f18fede09784e03883
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=59d3d3ac2f6549f18fede09784e03883
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fracionamento por cromatografia em coluna sob vacuo, cuja fase estacionaria foi
composta por silica de fase reversa (C-18 - 12,576 g, ®= 1,0 cm) e uma fase movel

gradiente de MeOH:H20O, resultando em seis fragdes de 50 mL cada (Tabela 4).

Figura 16: Perfil cromatografico em gradiente exploratorio do extrato bruto de AS-02
em condicOes otimizadas (254 nm).
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Fonte: Autor.

Figura 17: Cromatograma em gradiente exploratorio por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo
analitico) da fase aquosa (Faq) de AS-02 (254 nm).
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Figura 18: Cromatograma em gradiente exploratorio por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% ACN:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo
analitico) da fase acetonitrila (Facn) de AS-02 (254 nm).
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Fonte: Autor.

Tabela 4: Fracionamento da fase aquosa do extrato bruto de AS-02 por
cromatografia em coluna com silica derivatizada C-18.

Fracao Proporcéo de MeOH:H20 Massa (mg)
AS-02-Faq1 10:90 83,4
AS-02-Faq2 20:80 36,3
AS-02-Faq3 30:70 39,0
AS-02-F g4 40:60 32,5
AS-02-Faq5 50:50 35,3
AS-02-Fags 00:100 55,4

Fonte: Autor.

As fragdes foram analisadas por RMN de 'H e por CLAE-DAD. A partir dos

resultados obtidos, as fragées, AS-02-Faq4 € Facn foram selecionadas para estudo.

3.2.8.1.1 Estudo da fracao AS-02-Fag4

A fracdo AS-02-Faqs (32,5 mg) foi submetida a CLAE-DAD em escala semi-
preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 10 mm;
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5um; 100A), isocratico de 40% MeOH:H20 por 30 minutos e vazao de 4,0 mL.min"".

Foram coletadas 10 fragdes de acordo com os picos do cromatograma (Figura 19).

Figura 19: Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD da fragao de
fase aquosa AS-02-Faq4 (254 nm).
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O Esquema 4 representa o estudo da fragdo AS-02-Faqs apos CLAE-DAD
semi-preparativo, em que todas fragcdes foram analisadas por RMN de 'H, sendo que

as fragdes P7 e Psforneceram a substéncia Sub 01.

Esquema 4: Isolamento dos metabolitos da fragdo AS-02-Faq4 produzidos por H.
monticulosum.
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Fonte: Autor. Legenda: Tr= Tempo de Retencao.
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3.2.8.1.2 Estudo da fracdo Facn

Parte da fracdo Facn (50 mg) foi submetida a CLAE-DAD em escala semi-
preparativa, onde foi usada uma coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 10 mm;
5um; 100A), com gradiente de 50 a 100% ACN:H20 por 30 minutos e vazéao de 4,0
mL.min'. Foram coletadas 02 fragdes de acordo com os picos do cromatograma
mostrado na figura 20. O Esquema 5 representa o estudo da fracdo Facn apos
CLAE-DAD semi-preparativo, onde todas fragcdes foram analisadas por RMN de 'H,

sendo que a fragdo Facn-2 forneceu a substancia Sub 02.

Figura 20: Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD da fase
acetonitrila de AS-02 (254 nm).
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Esquema 5: Isolamento dos metabdlitos da fragao acetonitrila (Facn) produzidos por
H. monticulosum
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3.2.9 Atividades Bioldgicas

Todos os extratos brutos obtidos no planejamento fatorial completo 23,
juntamente com aqueles produzidos na curva de crescimento do fungo AS-02 foram
submetidos a avaliagdo bioldgica, os quais estdo descritos na Tabela 5 com os

seguintes codigos.

Tabela 5: Extratos de AS-02 e respectivos codigos.

Codigo das amostras
= A

Extratos Planejamento Fatorial
Completo 23

Extratos Curva de Crescimento
- 21

Fonte: Autor.

3.2.9.1 Avaliacao do potencial antibacteriano

Estes ensaios foram realizados sob supervisdo da professora Dr2. llana
Camargo do Laboratério de Epidemiologia e Microbiologia Molecular (LEMiMo) da
USP de Sao Carlos-SP.

Cerca de 7,0 mg de cada extrato foi diluido em DMSO para a preparacéao de
uma solucao estoque 10x concentrada. Posteriormente, a solugao estoque foi diluida
1:10 em caldo Mueller Hinton Cétion Ajustado (MHCA) (BD). A partir disso, cada
extrato foi testado a 512 pg/mL em 1% de DMSO, ou na maior concentragcdo em que

foi possivel dissolver o composto sem que houvesse precipitagcdo, e a adigdo do
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inéculo foi realizada de acordo com o preconizado pelo CLSI (2015) para o método
de microdiluicao em caldo.

O controle positivo foi constituido pela adicdo da bactéria, sem a presenca
do extrato, a fim de observar o crescimento da mesma no caldo de MHCA. Ja o
controle negativo, ocorreu apenas a presenca do meio de cultura, sem bactéria, para
mostrar que nao houve contaminacgao.

A incubacao foi realizada a 35 °C + 1 °C, e a leitura visual dos resultados foi
feita apds 24h. Quando n&o houve crescimento bacteriano, a triagem foi considerada
positiva e indica que houve atividade antibacteriana na concentragao testada. Neste
caso, a concentragao inibitéria minima pode ser 512 pg/mL ou menos (< 512 pg/mL).
Quando houve crescimento bacteriano, a triagem foi considerada negativa e indica
que ndo ha atividade antibacteriana na concentracdo testada. Contudo, a triagem
negativa n&o exclui a possibilidade do extrato apresentar atividade antibacteriana em
concentragdes maiores, por isso, o resultado é expresso como > 512 pg/mL]J. Os

testes foram realizados em triplicata.

3.2.9.2 Triagem pontual de inibidores para as enzimas calicreina (KLK) e
acetilcolinesterases (AChE e BChE)

Estes ensaios foram realizados em parceria com a professora Dr2. Carmen
Lacia Cardoso do Grupo de Cromatografia de Bioafinidade e Produtos Naturais
(GCBPN) da USP de Ribeirdo Preto. Neste ensaio, além dos extratos citados,
também foram testados os extratos brutos do DCCR e o extrato bruto otimizado em
escala ampliada.

Cerca de 10,0 mg de cada extrato bruto foi submetido a esta triagem, onde
solugdes estoque das amostras foram preparadas a 10 mg.mL-' em MeOH e diluidas
posteriormente em solucdes de trabalho de 1,0 mg.mL-', armazenadas em geladeira.
Além disso, foi utilizado como instrumentacdo um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia e velocidade modelo Nexera XR equipado com duas bombas de
alta pressdo modelo LC-20ADXR, cdmara de mistura modelo MR180uLll (volume
interno de 180 uL), degaseificador de membrana (on-line) modelo DGU-20A3R, um
auto injetor modelo SIL-20A, detector de massas com comprimento de onda variavel
modelo SPDM20A, forno de colunas modelo CTO-20A e uma interface SHIMADZU

CBM-20A. O equipamento esta acoplado a um espectrometro de massas Bruker
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modelo AmaZon Speed com fonte tipo ESI (Electrospray lon Source), duplo funil de

ions e analisador do tipo lon Trap controlado pelo software Compass 1.7.

3.2.9.2.1 Ensaio de ligantes com os biorreatores AChEee e ABChEhu

As amostras foram submetidas ao ensaio anticolinesterasico com as
enzimas butirilcolinesterase humana (BChEhu) e acetilcolinesterase de enguia
elétrica (AChEee), imobilizadas em dois biorreatores denominados ICERs de 30 cm
x 0,01 mm em capilar de silica fundida.

O procedimento envolve a reacdo enzimatica de hidrélise dos substratos
butirilcolina e acetilcolina respectivamente pelas enzimas BChEhu e AChEee,
gerando os produtos colina e acido acético. Para isso, a solugdo contendo a amostra
€ eluida de forma efetiva através do ICER em temperatura ambiente, com tempo
total de analise de cerca de 3,6 minutos e ao final pode-se identificar a atividade de
inibicdo amostra contra cada enzima comparando as areas do pico do produto de
hidrolise do cromatograma com massa [M+H]* 104,3 m/z com a solucao controle. O

composto galantamina foi utilizado como inibidor padréo de referéncia.

3.2.9.2.2 Ensaio de inibicido pontual a 100 uM

A triagem de inibicdo foi realizada com as solucdes sendo preparadas em
triplicatas e aliquotas de 10 pL sendo injetadas no sistema CLAE-EM contendo os
ICER-AChEee, ICER-BChEhu com uma vazdo do sistema de 0,05 mL.min' na
bomba 1 e solucédo de acetato de amdnio 15 mM, pH 8,0 como fase movel.

Cada analise das amostras é realizada em triplicata e entre a cada uma é
realizada triplicata do controle positivo, que consiste na avaliagao da atividade
enzimatica sem o composto candidato a inibidor. Também foi realizada analise do
controle negativo, que consiste na avaliagdo de possiveis interagées secundarias de
cada composto na auto-hidrélise do substrato da enzima, através da injecdao da
amostra com um ICER sem enzima.

Os percentuais de inibicao 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 (P0), de acordo com a Equacéao 1 abaixo:
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Pi — 5b

de inibica =[1——
% de inibicao 50 —Sh

]xll]l]

em que 5b representa a area da colina resultante da hidrélise espontanea do

substrato de acetilcolina.

3.2.9.2.3 Ensaio de ligantes com KLK-Shp-NHS

Para as analises de inibicdo enzimatica com a calicreina, utilizou-se a
enzima do péancreas de porco (KLK) previamente imobilizada em suporte de
Sepharose-NHS, como descrito no artigo DE CARVALHO et al (2021).

O procedimento envolve a reagdo enzimatica de quebra do substrato
cloridrato de 7-amido-4metil-cumarina (Z-Phe-Arg-AMC), gerando o produto com
atividade fluorescente 7-amido-4metil-cumarina. Preparou-se solugdes de 25mg.mL"’
KLK-Sepharose-NHS, e para o branco foi utilizado Sepharose-NHS sem adicdo da
solucao enzimatica.

Cada uma dessas analises foi realizada em triplicata e teve seu respectivo
controle negativo, contendo todos os outros reagentes relativos a analise e a
solucao suporte sem adi¢cao da enzima KLK.

A atividade enzimatica foi monitorada utilizando um leitor de microplacas
foscas por fluorescéncia com comprimento de onda de excitacdo e emissao de 380
nm e 440 nm, respectivamente, para deteccdo de 7-amino-4-metilcumarina, o
produto da reagdo enzimatica. O equipamento foi estabilizado a 37 °C, e a analise foi
realizada em intervalos de 2 minutos durante 30 minutos, com agitagao orbital 5
segundos antes de cada medicao.

A avaliagdo da porcentagem de inibicdo foi realizada comparando a
atividade controle da enzima na auséncia do inibidor (Ac) com a atividade da enzima

na presenca do inibidor (Ai) através do calculo descrito na Equacéo 2:
Af
Inibicio Enzimatica (%) = 100 — (ﬂ_ x 100)
c
3.2.9.3 Avaliacédo da atividade antitumoral (citotoxicidade)

Este ensaio foi realizado em parceria com a professora Dr2. Leticia Lotufo do
Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais Marinhos (LAFARMAR) da USP
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de Sao Paulo. Além dos extratos citados, também foram testados os extratos brutos
do DCCR e o extrato bruto otimizado em escala ampliada.

O potencial citotoxico dos extratos brutos foi avaliado por meio de linhagens
de células tumorais. As células HCT-116 (adenocarcinoma do célon) foram
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, EUA). O meio foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) (Thermo Fisher Scientific) e 1% de penicilina estreptomicina (Thermo
Fisher Scientific).

As células foram mantidas em uma incubadora (Panasonic, Osaka, Japao)
com 5% de CO2 a 37 °C. Para o ensaio de metiltiazol tetrazdlio (MTT) (Thermo
Fisher Scientific), as células foram semeadas em placas de 96 pogos a uma
densidade de 1x104 por poco, com 200 pL de meio de cultura. Apés 24 horas, as
amostras foram testadas em diferentes concentragdes , 5ug/mL e 50ug/mL para a
triagem.

Apos o tratamento, as placas foram incubadas durante 72 horas.
Dimetilsulfoxido (DMSO; 0,05%) (Synth, Diadema, SP, Brasil) foi usado como
controle negativo, e o composto antineoplasico doxorrubicina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) foi usado como controle positivo. Trés horas antes do final do
experimento, os meios de cultura foram substituidos por meios frescos contendo
solucao de MTT (0,5 mg/ mL). Ao final das 72 horas, a solugcdo de MTT foi removida
e o produto formazan foi solubilizado em 150 puL de DMSO. A absorbancia foi obtida
em 540 nm.Os valores de ICso e seu intervalo de confiangca de 95% foram calculados

por regressao nao linear sigmoidal usando o software GraphPad Prism 6.

3.2.9.4 Bioensaio in vitro de nematotoxicidade

Estes ensaios foram realizados em parceria com a professora Dr2. Maria
Eugénia Lisei de Sa e o professor Dr. Thales Lima Rocha, ambos pesquisadores do
Laboratério de Prospeccao de Compostos Bioativos (LPCB) da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Brasilia.

Devido a baixa disponibilidade de massa, estes ensaios foram realizados
apenas com os extratos brutos da curva de crescimento fungico, e com os extratos

do planejamento fatorial completo de A até F.
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Sendo assim, aliquotas secas de 1000ug de amostra foram estocadas em
tubos de microcentrifuga de 1,5ml, e foram enviadas para o Laboratorio de
Prospeccao de Compostos Bioativos - LPCB. Logo em seguida, uma solugao
estoque de DMSO 1% foi preparada.

Apos este procedimento, 1000pL de DMSO (1%) foi transferido
individualmente com auxilio de micropipeta para cada um dos tubos de
microcentrifuga contendo as amostras de fungo endofitico. Subsequentemente, cada
tubo de microcentrifuga foi levado por aproximadamente 3 minutos ao agitador
vortex para solubilizagdo completa de cada uma das amostras, visando a montagem
do bioensaio in vitro de nematotoxicidade.

Feito isso, foi realizado a obtencdo de ovos juvenis de segundo estadio (J2)
de Meloidogyne incognita, onde a extracdo dos ovos ocorreu por volta de trés meses
apos a inoculagao nas plantas de Nicotiana tabacum, sendo as raizes separadas da
parte aérea, lavadas em agua corrente, seccionadas em pedacos de 1 a 2 cm e
trituradas em liquidificador na menor velocidade por 30 segundos em solucéao de
hipoclorito de sédio (NaOCI), na concentracdo de 1,0% de cloro ativo para a
obtenc&do dos ovos, de acordo com a técnica desenvolvida por Hussey & Barker
(1973), modificado por Boneti & Ferraz (1981).

ApOs este procedimento, o material triturado contendo os ovos foi transferido
para peneiras com diferentes tamanhos de poros, 100, 250 e 500 mesh (de acordo
com metodologia de Coolen & D'Herde (1972). O material retido na peneira de 500
mesh foi lavado com agua corrente até a retirada de todo o hipoclorito, e a
suspensao recolhida com auxilio de uma pisseta com agua destilada (dH20).
Subsequentemente, o material contendo os ovos foi transferido para uma camara de
eclosdo. Apos 24 horas, os juvenis eclodidos foram descartados sendo utilizados
apenas os que eclodiram nas 24 horas subsequentes.

Apos esse periodo, uma aliquota contendo 1 ml foi transferida para camera
de contagem de Peters e, com auxilio de um microscopio Optico, os juvenis
presentes foram contabilizados e transferidos para microtubos na quantidade
oscilando entre (55-70) nematoides por tubo para a execugao do bioensaio in vitro
de nematotoxicidade.

Apés essa etapa, foi feita a avaliagdo do efeito nematotoxico das amostras
sobre J2 de M. incognita. As metodologias foram realizadas de acordo com Rocha e

colaboradores (2017), onde o bioensaio de viabilidade foi realizado em microtubos
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de 1,5mL contendo suspensdo de agua destilada e J2 na quantidade variando de
(55-70) em um volume final de 1TmL.

Os controles foram preparados utilizando agua destilada (controle negativo),
alcool etilico 70% (controle positivo) e DMSO 1%. As amostras oriundas de fungo
endofitico conteve 100 pg cada, e os controles foram utilizados em triplicata, com os
microtubos mantidos a temperatura ambiente (25+1°C) por 48 horas.

ApoOs este periodo de exposicdo, os nematoides foram observados
utilizando-se Iamina de Peters e microscopio Optico sendo contabilizados os J2 de
acordo com sua mobilidade (paralisados e/ou movimentando). Os J2 paralisados
foram submetidos ao ensaio de recuperacdo. A analise estatistica dos dados foi

conduzida utilizando programa Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor apresentacdo dos resultados, este tdpico foi dividido em

capitulos.

CAPITULO 01 - PROSPECCAO QUIMICA DOS FUNGOS ENDOFITICOS DE A.
spicifera

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS EM ESCALA REDUZIDA

As trés linhagens fungicas isoladas de A. spificifera foram cultivadas de
acordo com a metodologia descrita no topico 3.2.4. Os meios foram selecionados
conforme sua composi¢cao quimica, sendo o meio arroz, malte e MBD, considerados
como meios ricos em nutrientes essenciais ao crescimento fungico, ao passo que o
meio de Czapek, apresenta-se com constituintes predominantemente inorganicos.
Quanto ao tipo de agua utilizada, justifica-se a agua do mar por ser prépria do
habitat no qual o fungo foi isolado, enquanto a agua ultrapura por estar em
condi¢cdes controladas de laboratério.

Dessa maneira, destaca-se que os fungos apresentaram rendimento
satisfatério para todos os meios de cultivo, exceto o meio de Czapek para linhagem

AS-01 em agua do mar, conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6: Massa de cada extrato bruto obtido a partir da variagdo de meio de cultivo
das linhagens fungicas AS-01, AS-02 e AS-09, em escala reduzida.

Extrato Massa obtida (mg)
AS-01-Cz-Mar 30
AS-01-Cz-MQ 100
AS-01-B-Mar 100

AS-01-B-MQ 130
AS-01-M-Mar 120
AS-01-M-MQ 100
AS-01-A-Mar 2090
AS-01-A-MQ 4150

AS-02-Cz-Mar 280
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Extrato Massa obtida (mgQ)
AS-02-B-Mar 580
AS-02-M-Mar 510
AS-02-A-Mar 5640
AS-09-Cz-MQ 230
AS-09-B-MQ 290
AS-09-M-MQ 695
AS-09-A-MQ 5400

Fonte: Autor. Legenda: Cz: Meio Czapeck; B: Meio Batata; M: Meio Malte; A: Meio Arroz; Mar: Agua
do Mar; MQ: Agua Miliq.

A Tabela 7 mostra as massas obtidas para cada fracdo de extrato bruto a
partir da cultura das linhagens fungicas em meio solido (arroz), apés o processo de
particdo conforme o Esquema 3. Aqui, pode-se perceber que o0s maiores
rendimentos foram registrados na fragao aquosa de AS-02 em agua do mar, e na
fracdo de acetonitrila de AS-09 em agua ultrapura, as quais a massa de extrato
ultrapassou 2,0 gramas.

Tabela 7: Fragdes obtidas a partir da extracao liquido-liquido dos extratos brutos
AS-01-A-Mar, AS-01-A-MQ, AS-02-A-Mar e AS-09-A-MQ.

Extrato Massa obtida (mg)
AS-01-A-Mar-FAq 489,2
AS-01-A-Mar-FHex. 585,6
AS-01-A-Mar-FACN 562,7
AS-01-A-MQ-FAq 963,9
AS-01-A-MQ-FHex. 844
AS-01-A-MQ-FACN 1541,2
AS-02-A-Mar-FAq 2008,6
AS-02-A-Mar-FHex. 979,3
AS-02-A-Mar-FACN 1529
AS-09-A-MQ-FAq 769
AS-09-A-MQ-FHex. 693,9
AS-09-A-MQ-FACN 2874,3

Fonte: Autor. Legenda: FAQ: Fracdo Aquosa; FHex: Fragdo Hexanica; FACN: Fracdo Acetonitrila.
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4.1.1 Avaliagao dos perfis quimicos dos extratos brutos dos fungos endofiticos

Os perfis quimicos, obtidos por CLAE-DAD, em comprimento de onda de
254 nm, dos extratos brutos dos fungos A. stygium e H. monticulosum isolados da
alga A. spicifera, em diferentes meios de cultivo, bem como diferentes tipos de agua,
em gradiente exploratério, estdo apresentados nas Figuras 21, 22, 23 e 24.

Sendo assim, comparando os cromatogramas, observou-se de maneira
geral a presenca de picos com diferentes absorbancias, e polaridade variando de
meédia a alta, com boa resolugdo cromatografica, exceto o extrato de malte em agua
ultrapura da linhagem AS-09 (Figura 24). Destaca-se também uma maior produgéo
metabdlica pelos enddfitos cultivados em MBD e Malte; ao passo que a agua do mar
mostrou-se favoravel tanto para a linhagem AS-01 como para AS-02.

Entretanto, foram observados poucos constituintes quimicos no extrato bruto
de Czapek, especialmente nas linhagens AS-02 e AS-09 (Figuras 23 e 24).
Segundo Biasetto (2016) e Medina (2016), a presenca de poucos picos em
determinado extrato pode estar associada a pouca massa obtida, ou mesmo dos
constituintes ndo absorverem na regiao do UV, o que sugere ser uma caracteristica
na producao metabolica dos fungos.

Seguindo a analise cromatografica, percebeu-se uma semelhanga nos perfis
do fungo AS-01 nos diferentes meios de cultivo em agua do mar, com presenca de
bandas cromatograficas com tempos de retengdo semelhantes, especialmente em
17,5 e 26 minutos (Figura 21).

Comportamento semelhante também foi observado na linhagem AS-02 em
agua do mar, em que nos meios de Malte e Batata apresentaram perfis parecidos, e

pico intenso proximo de 28 minutos (Figura 23).
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Figura 21: Cromatograma em gradiente exploratério por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo
analitico) dos extratos brutos de AS-01 na agua do mar variando o meios de cultivo

(254 nm). Azul escuro (arroz), Vermelho (Czapek), Verde (malte), Preto (MBD).

\2

Fonte: Autor.

Figura 22: Cromatograma em gradiente exploratério por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/va 1 mL.min'; 40 minutos; modo
analitico) dos extratos brutos de AS-01 na dgua agua ultra pura variando o meios de
cultivo (254 nm). Azul escuro (arroz), Vermelho (Czapek), Verde (malte), Preto
(MBD).
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Figura 23: Cromatograma em gradiente exploratério por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo
analitico) dos extratos brutos de AS-02 na agua do mar variando o meios de cultivo

(254 nm). Azul escuro (arroz), Vermelho (Czapek), Verde (malte), Preto (MBD).
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Fonte: Autor.
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Figura 24: Cromatograma em gradiente exploratério por CLAE-DAD (coluna
Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo
analitico) dos extratos brutos de AS-09 na agua ultra pura variando o meios de
cultivo (254 nm). Azul escuro (arroz), Vermelho (Czapek), Verde (malte), Preto
(MBD).
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Fontef Autor.

A andlise dos espectros de RMN de 'H (Figuras 25, 26, 27 e 28) dos
extratos fungicos corroborou com a analise em CLAE-DAD, notabilizando de
maneira geral sinais de hidrogénios metilénicos e metilicos (6w 0,8-3,0 ppm),
carbindlicos (61 3,0-4,0 ppm), olefinicos (o1 4,5-6,0 ppm) e sinais de hidrogénios
aromaticos (61 6,5-8,0 ppm). Em relagdo a linhagem AS-01, ao se alterar o tipo de
agua utilizada no cultivo, percebeu-se que os meios de MBD e, destacadamente,
Czapek apresentam sinal em &4 12,5 podendo ser sinais atribuidos a hidrogénios de

acido carboxilico ou de hidroxila quelada (Figuras 25 e 26).

Figura 25: Espectros de RMN de 'H de AS-01 variando o meio de cultura e
permanecendo agua do Mar (DMSO-ds; 300 MHz).
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Fonte: Autor.
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Figura 26: Espectros de RMN de 'H de AS-01 variando o meio de cultura e
permanecendo agua ultrapura (DMSO-ds; 300 MHz).
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Fonte: Autor.

Para as linhagens AS-02 e AS-09, a analise dos extratos por RMN de 'H
mostrou que em agua do mar (Figura 27), com exceg¢ao do meio Czapek, os demais
meios apresentaram sinais de hidrogénio entre 0,5 e 8,0 ppm, referentes a
hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos e aromaticos,
indicando uma producdo metabodlica com maior diversidade quimica.
Comportamento semelhante também foi observado para os extratos resultantes do

cultivo com agua ultrapura (Figura 28).

Figura 27: Espectros de RMN de 'H de AS-02 variando o meio de cultura e
permanecendo agua do Mar (DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 28: Espectros de RMN de 'H de AS-09 variando o meio de cultura e
permanecendo agua ultrapura (DMSO-ds; 300 MHz).
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Fonte: Autor.

Pelos resultados de CG-EM foi possivel a identificacdo de constituintes de
AS-01 e AS-02, ambos em MDB e agua do mar, (Figuras 29 e 30) por meio da
analise e comparagao dos espectros de massas com dados da biblioteca Nist com
nivel de similaridade de 90% atraves do software Shimadzu GCMS solution Ver.
2.61. Além disso, foi realizado o calculo para os indices de retencdo de acordo com
a equacao de Van den Dool and Kratz, cuja utilizacdo tem aplicabilidade em analises
com variacdo de temperatura, e leva em consideracdo o tempo de retencdo da
substancia de interesse e os tempos de retencado dos alcanos de referéncia (C40)
capazes de eluir antes e apos esta substancia (TOMAZ, 2011), os quais foram

comparados com a literatura (Tabelas 8 e 9).

Figura 29: Cromatograma obtido por CG-EM de AS-01.
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Figura 30: Cromatograma obtido por CG-EM de AS-02.
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Tabela 8: Identificacdo das substéancias presentes em AS-01 por CG-EM e
comparagao com os indices de retencao calculados com os da literatura®.

Tr(min.)  IRcac. IRt Substancia Referéncia Similaridade
9,83 1595 1579 Acido 3-fenil acético Tret'yakov, 2008 93%
15,09 1775 1779 Acido vanilico Jeroszynska and Ligor, 2005 89%
16,03 1806 1800 Acido azelaico Kimura, et al., 1999 90%
16,93 1835 1836  Acido protocatecuico Jeroszynska 2003 89%

Fonte: Autor. *Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html.

Tabela 9: Identificacdo das substancias presentes em AS-02 por CG-EM e
comparagao com os indices de retencao calculados com os da literatura®.

Tr (Min.)  IRcac. IR, Substancia Referéncia Similaridade
6,54 1454 1450 Acido decanoico Tret'yakov, 2007 92%
7,43 1498 - Acido malico 93%
10,13 1606 1665 Acido tartarico Lefevere, et al., 1989 90%
18,12 1873 1872  Acido 1,2 benzodicarboxilico Zeng, et al., 2007 91%
23,62 2050 2047 Acido palmitico Kimura, et al., 1999 91%

Fonte: Autor.

Foram identificadas quatro substancias para AS-01 e cinco para AS-02,
sendo que em ambas predominou a presenga de acidos carboxilicos. Para
Parthasarathy et al (2020), a presenga dessa funcao organica biossintetizada por
fungos endofiticos marinhos, provavelmente, seja resultante das condigbes extremas
nas quais eles se encontram, principalmente a salinidade que desempenha um

papel importante no crescimento maximo e no alto rendimento de metabadlitos.


http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html
http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html
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Para tanto, Sabastianes et al. (2012) evidenciaram que substancia com o
grupo acido carboxilico produzido pelo fungo Diaporthe phaseolorum, isolado de
raizes de mangue, potencializa a atividade antibiotica do acido 3-hidroxipropiénico
se comparado com a forma esterificada. Tal relagcdo também foi constatada por
Yamada et al (2018) ao isolar trés novos derivados de acidos carboxilicos que
exibiram importante atividade citotdoxica contra linhagens de células tumorais que
causam a leucemia.

Dessa maneira, pela analise do perfil quimico o meio de cultivo MBD
apresentou-se com maior producdo metabdlica, principalmente devido a sua rica
composicdo quimica, acompanhado dos meios de arroz e malte. O meio Czapek
também merece destaque pelo comportamento dos espectros de RMN de 'H,
especialmente na linhagem AS-01, que mesmo nao apresentando uma boa
producdo em massa e deteccdo por HPLC-DAD, sugere uma rica produgao
metabalica.

Portanto, tendo em vista o exposto, bem como trabalhos realizados pelo
grupo de pesquisa, optou-se fazer um planejamento fatorial completo 23 e posterior
otimizacdo por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) associado a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) com a linhagem AS-02, em meio de
cultivo MBD e agua do Mar, a fim de buscar uma maior produgdo metabdlica, além

de avaliar a bioatividade dos extratos produzidos em cada ensaio.

CAPITULO 2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL NA OTIMIZACAO DA
PRODUCAO METABOLICA DE H. monticulosum

O potencial bioativo de metabdlitos secundarios produzidos por fungos
endofiticos pode estar intimamente relacionado as vias biossintéticas, nas quais
essas substancias sao produzidas, e que por vezes, podem estar silenciadas sob
condi¢des de cultivo, que minimizam a quimiodiversidade (YU et al., 2020). Por esse
aspecto, numa tentativa de explorar outras formas de biossintese de produtos
naturais marinhos advindos de fungos endofiticos, pesquisadores tém concentrado
bastante atencdo numa estratégia conhecida como OSMAC (One Strain Many
Compounds) (XIE et al., 2021).

De acordo com este ultimo autor, essa abordagem baseia-se na modificacao

de parametros de cultivo, tais como: temperatura, composicado do meio, forma do
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frasco de cultivo, tempo de fermentacdo, luminosidade, entre outros. Tais
caracteristicas fazem com que esse processo envolva uma série de variaveis
capazes de influenciar na obtencdo dos metabdlitos bioativos, sendo conveniente
nesse caso, fazer uso do planejamento fatorial, uma vez que esse método permite
avaliar as interacoes de todas as variaveis experimentais de interesse de uma vez,
bem como seus efeitos sobre uma dada resposta (TEOFILO; FERREIRA, 2006).
Portanto, tendo em vista que as condi¢cdes de cultivo de um microrganismo
podem alterar sua producdo metabdlica, esta pesquisa aplicou a técnica OSMAC
associada ao Planejamento Fatorial Completo 23, onde as varidveis eleitas para
analise foram temperatura (X1), tempo de fermentagdo (X2) e luminosidade (Xa).
Apos avaliar a significancia das variaveis com o aumento da biossintese de
metabdlitos secundarios pelo fungo H. monticulosum, as condigbes de cultivo foram
otimizadas por meio de um Delineamento com Composto Central Rotacional e

Metodologia de Superficie de Resposta.

4.2 ESCOLHA DAS VARIAVEIS E RESPOSTA

4.2.1 Temperatura

Segundo Sousa et al. (2019) a escolha das variaveis de cultivo de um
determinado microrganismo, constitui um fator critico na producdo de metabdlitos
secundarios, sendo bastante influenciada por fatores bidticos e abiodticos capazes de
alterar as propriedades fisioldgicas e bioquimicas dos enddfitos. Nesse sentido, a
temperatura € um parametro de grande importdncia no processo de cultivo de
fungos, capaz de influenciar significativamente nas reagdes quimicas que
acontecem durante o seu crescimento.

Ainda por essa perspectiva, Stange et al. (2019) afirma que cada
microrganismo tem uma faixa de tolerancia ideal de temperatura para seu
crescimento, na qual chamou de temperatura o6tima. Contudo, € sabido que
microrganismos estdao aptos a se desenvolverem nas mais diferentes condigdes de
temperatura, e assim foram classificados nos seguintes grupos de acordo com
Carvalho (2010):

e Psicrofilos: crescem em temperaturas muito baixas (entre 0°C e 20°C).

e Pscicotrofilos: crescem em temperaturas moderadas (entre 25°C e 40°C).
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e Termdfilos: crescem em altas temperaturas (entre 45°C e 65°C).

e Mesdfilos: possuem a mesma caracteristica dos pscicotrofilos, porém em
temperatura de refrigeracdo (segundo a RDC n® 216 da ANVISA de 2004)
entre -5°C e -18°C, ndo conseguem crescer.

Tendo em vista essa classificagdo, o fungo H. monticulosum enquadra-se
como um microrganismo psicotrofilo, o que justifica a variagcdo de temperatura no
nivel -1 igual a 20°C, e no nivel 1 igual a 30°C no planejamento fatorial completo. Ja
no DCCR, esses valores foram ajustados, haja vista que esse tipo de delineamento
possui um valor de a que o particulariza, e esse valor torna os coeficientes de
regressao ortogonais, conferindo rotabilidade, com pontos a uma mesma distancia
do ponto central, que para a situagao em estudo com trés variaveis (k= 3), o valor
codificado foi -1,68 para o nivel baixo e 1,68 para o nivel alto (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001; MATEUS; BARBIN; CANAGIN, 2001).

Para decodificar os valores de -1,68 e 1,68, em valores experimentais na

variavel temperatura, Tedfilo e Ferreira (2006) propéem o uso da Equacao 3:
zi— =
Az

2

xi =

Onde xi é o valor codificado do DCCR, zi o valor experimental, Z o valor médio entre
o nivel (1) e (-1), que é o valor do ponto central, e Az que corresponde a diferenca

entre os niveis (1) e (-1). Sendo assim, para o nivel -1,68 a temperatura foi de

16,6°C, e para o nivel 1,68 o valor experimental foi de 33,4°C.

4.2.2 Tempo de fermentacdo (Curva de crescimento)

A escolha dessa variavel justifica-se por estar intimamente relacionada com
o crescimento do microrganismo em estudo. Segundo Moore-Landecker (1996),
fungos miceliais ou filamentosos, normalmente apresentam uma massa ramificada
formada por um conjunto de hifas emaranhadas, onde a pontal hifal cresce com uma
taxa mais ou menos linear constante, estendendo-se a margem da coldnia durante o
crescimento.

Sendo assim, a determinacdo do crescimento hifal ao longo do tempo da
concentragdo de um componente celular, da concentragdo de células ou mesmo da

biomassa enlevada no meio liquido, permite obter a curva de crescimento da
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populagcdo microbiana, expressa pelo logaritmo do numero de microrganismos em
relacdo ao tempo gasto para a multiplicacdo (Figura 31). Nesses casos, geralmente,
0 crescimento ocorre exponencialmente em que pode ser dividido em quatro
estagios/fases de acordo com Carvalho (2010), a saber:

e Fase de laténcia (a): sem crescimento aparente.

e Fase exponencial (b): rapido crescimento. Também chamada de fase

logaritmica.

e Fase estacionaria (c): células velhas|, porém resistentes a condigdes

adversas. A depender do microrganismo, esta fase pode até nao ser
observada.

Fase de destruicdo ou morte (d): ndo ¢é observado -crescimento,

caracterizada por um declinio devido a autdlise.

Figura 31: Grafico tedrico da curva de crescimento de um fungo filamentoso.
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Fonte: Carvalho (2010), adaptado.

Tendo em vista o exposto, bem como a finalidade de definir os valores de
nivel baixo e alto para realizar o planejamento fatorial completo, sequentemente, o
DCCR, foi realizada a curva de crescimento de H. monticulosum, conforme o item
3.2.5, a fim de identificar o periodo de maior crescimento da massa fungica
filamentosa.

De acordo com Langvad (1999), fungos filamentosos que crescem em meio
liquido tém uma melhor avaliacdo de seu crescimento através do aumento do peso

seco seja em modo estatico ou sob agitagcdo. Contudo, dados de peso seco obtidos
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em cada periodo ndo devem ser feitos regressao linear diretamente, uma vez que os
valores seguem uma tendéncia exponencial. Sendo assim, esses valores sao
transformados em escala logaritmica, e apds isso, é feita a regressao linear, onde o
coeficiente de crescimento para o fungo em estudo foi de 0,0412, com um valor de

R2 acima de 0,8, que implica a regressao linear com valores confiaveis (Figura 32).

Figura 32: Curva de crescimento com os valores do logaritmo neperiano (Ln) do
fungo H. monticulosum em MDB, agua do mar, temperatura 252C e modo estatico,
por 07, 14, 21, 28 e 35 dias, método peso seco.
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Fonte: Autor.
Legenda: AS-02: Linhagem de H. monticulosum cultivado em agua do mar.

Dessa maneira, a curva de crescimento do referido fungo é demonstrada na
Figura 33 a partir da média dos valores em triplicata, onde é possivel perceber que
a fase exponencial chega até o 28° dia cultivo, e a partir dai, ocorre uma reducao de
micélio, sugerindo que o crescimento do fungo entra na fase de declinio ou morte
(MOORE- LANDECKER, 1996; CARVALHO, 2010).
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Figura 33: Curva de crescimento do fungo H. monticulosum em MDB, dgua do mar,
temperatura 252C e modo estatico, por 07, 14, 21, 28 e 35 dias, método peso seco.

1800,00 -
1600,00 -
1400,00 -
1200,00 -
1000,00 -
800,00 - —4—AS-02
600,00 -
400,00 -
200,00 -
0,00 . . . ]

0 10 20 30 40

Média da biomassa de micélio (g/ L)

Tempo (Dias)

Fonte: Autor.
Legenda: AS-02: Linhagem de H. monticulosum cultivado em agua do mar.

Outro fato que sustenta o 282 dia como periodo 6timo de crescimento do
fungo H. monticulosum, € observado no perfil cromatografico dos extratos ao longo
dos 35 dias de cultivo em meio liquido MDB (Figura 34), onde é possivel perceber,
ao se comparar com 0os demais cromatogramas, todos obtidos no comprimento de
onda de 254 nm, o consumo de nutrientes do meio pelo fungo, que vai diminuindo a

deteccdo ao longo dos dias de fermentacgéao.

Figura 34: Perfil cromatografico em gradiente exploratorio por CLAE-DAD (coluna

Phenomenex Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H20 v/v a 1 mL.min"'; 40 minutos; modo

analitico) dos extratos brutos obtidos com 07 (vermelho), 14 (marrom), 21 (preto),
28 (rosa) e 35 (cinza) dias de crescimento da espécie H. monticulosum.
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Fonte: Autor.

Na analise cromatografica, também € possivel observar a presenca de
banda de alta intensidade apds o sétimo dia de cultivo, com Tr de aproximadamente
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27,8 min (UVAmax. 206 nm), sugerindo a presenga do marcador quimiotaxonémico da
espécie fungica, o esporotriolideo, com alta atividade antifingica (LOUBIERE et al.,
2017a). Recentemente, Tian et al. (2020) descreveram o esporotriolideo como uma
nova familia biossintética de metabdlitos secundarios de fungos, principalmente,
relacionado ao novo género Hypomontagnella.

Portanto, de posse dessas informacdes, foi proposto que o nivel baixo (-1)
para a variavel tempo de fermentacao seria 14 dias, e para o nivel alto (1) 28 dias.
Como essa variavel foi bastante significativa no planejamento fatorial completo, a
mesma foi ajustada para o DCCR, conforme a equacao 3, em nove (09) dias para o

nivel -1,68 e 33 dias para o nivel 1,68.

4.2.3 Luminosidade

A luminosidade €& um fator abidtico de grande importédncia no
desenvolvimento e crescimento dos fungos, ndo s6 por ser uma fonte de energia,
mas também pela capacidade de provocar mudancgas bioldgicas, morfologicas e,
consequentemente, metabdlicas ao induzir a producao de metabdlitos secundarios
que até entdo ndo tenham sido produzidos (SOUZA et al., 2015).

De acordo com Cochrane (1958), a luminosidade pode influenciar na
quantidade e qualidade do crescimento micelial, bem como na esporulagéo; e a
radiacdo préxima da regido do UV pode exercer efeito sobre as estruturas
reprodutivas aumentando ou diminuindo o crescimento. Em uma pesquisa
desenvolvida por Casas-Flores et al. (2004), fungos endofiticos do género
Trichoderma apresentaram morfologia de conidiagcdo em anéis concéntricos de
maneira diferente, ao alternar ciclos de luminosidade e escuridao.

Nesse sentido, estima-se que alguns fungos filamentosos podem
biossintetizar novos produtos naturais a partir de alteragbes no ciclo circadianol,
como resultado da ativagdo ou ndo de diversos genes ou proteinas que interferem
nos mecanismos de producdo dos metabdlitos (LUI; BELL-PEDERSEN, 2006). Para
a espécie H. monticulosum, ainda nao foi observado na literatura pesquisas que
envolvessem a andlise dessa variavel; situagcdo esta que também impulsionou na
selecao deste parametro.

Para tanto, com a finalidade de definir os valores experimentais do nivel

baixo (-1) e alto (1) para o planejamento fatorial completo, foi feito uma busca na
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literatura, onde se percebeu que a maioria dos trabalhos publicados (p. Ex.:
LOUREIRO et al., 2002; NOZAKI; CAMARGO; BARRETO, 2004; BERNARDI et al.,
2008; SELEGATO et al., 2019) utilizaram para o nivel baixo, um periodo com total
auséncia de luminosidade, e para o nivel alto a situacao contraria; tendo como ponto
central 12 horas de claro/ 12 horas de escuro.

Entretanto, como esta pesquisa também pretende otimizar as condi¢cbes de
cultivo do fungo H. monticulosum visando o aumento da produ¢do metabdlica, bem
como considerando a luminosidade de grande significancia para a resposta, esses
valores foram ajustados em condicbes que favorecessem tal objetivo, uma vez que a
luminosidade, em nivel baixo, com valor experimental nulo, tornar-se-ia improvavel a
otimizacao por DCCR, por conta do valor experimental no nivel -1,68, ser negativo.

Sendo assim, o nivel baixo teve um fotoperiodo de 6 horas, e o nivel alto de
18 horas, com o ponto central de 12 horas de claro/ 12 horas de escuro. Para o
DCCR, os valores experimentais de acordo com a equacao 3 foram duas (02) horas

de luminosidade no nivel -1,68, e 22 horas de luminosidade no nivel 1,68.

4.2.4 Resposta (Numero de picos ou bandas cromatogréficas)

A analise do perfil quimico a partir dos extratos brutos de fungos endofiticos,
tem se tornado uma pratica cada vez mais comum na investigacdo de padroes
cromatograficos de produtos naturais. Essa investigacdo exige métodos de
separacao eficientes, capazes de facilitar a analise de amostras complexas,
avaliando a qualidade e veracidade dos metabdlitos secundarios, bem como os
marcadores quimiotaxonémicos (FRISVARD, 1989; SOARES et al., 2018).

Nesse sentido, a CLAE-DAD apresenta-se como um método bastante
promissor para a deteccdo e quantificacdo de produtos naturais, especialmente na
analise de extratos brutos fungicos. Essa técnica tem como principio, a separagao
dos componentes de uma mistura distribuidos em duas fases (uma estacionaria e
outra movel), no qual € usado como detector, uma matriz com arranjo de diodos
capaz de absorver luz na regidao do ultravioleta (UV) e visivel (Vis) do espectro, na
faixa de comprimento de onda de 190 - 800 nm (MARQUES; OLIVEIRA, 2013).

Em produtos naturais, € comum verificar a regiao de 220 - 400 nm para
determinar os analitos de interesse. A preferéncia por essa regidao do espectro,

provavelmente, seja justificada pela presenca de grupos croméforos na amostra,
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caracterizada por manifestar grupos carbonilicos, aromaticos, ligagcdes duplas
conjugadas, entre outros. Essas caracteristicas permitem a determinacéo e
quantificacdo de substancias de acordo com sua absorbancia na faixa de
comprimento de onda (REJCZAK; TUZIMSKI, 2017).

Outras vantagens inerentes a CLAE-DAD é o fato de ser uma plataforma
analitica simples, econdbmica e confidvel, sem necessidade de derivatizagdo da
amostra, permitindo uma maior identificacdo de grupos biossintéticos, uma vez que
metabdlitos correlacionados podem ter o mesmo cromoforo e espectro de UV-Vis.
Além disso, ha a possibilidade de hifenizacdo com outros detectores como a
Espectrometria de Massas (EM) (FRISVARD, 1989; ZHANG,; XIE, 2014; REJCZAK;
TUZIMSKI, 2017).

Tendo em vista esses aspectos, a avaliacdo do numero de bandas
cromatograficas dispostas num cromatograma CLAE-DAD fornece informagdes de
tempo de retencédo e dados espectrais, sendo possivel determinar a quantidade de
cada analito em um pico. Assim, o uso destas ferramentas possibilita verificar a
diversidade quimica de metabodlitos em um dado extrato bruto. Contudo, alguns
parametros cromatograficos devem ser levados em consideracao para essa analise,
tais como: tempo de retencao, seletividade, eficiéncia (dependente do tipo de coluna
usada), resolugdo das bandas cromatograficas, bem como alargamento de banda
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Portanto, para essa pesquisa, a distribuicio do numero de bandas
cromatograficas dos extratos brutos de H. monticulosum foi considerada como
resposta tanto para o planejamento fatorial completo, como no DCCR. A contagem
foi feita com o uso do software Shimadzu LC solution (versao 1.25 SP2), levando em
consideracao a area das bandas cromatograficas superior a 25000, e descontado o
numero de bandas cromatograficas presentes no branco, que consistiu na analise de

apenas o meio de cultura.

4.3 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 23

Observadas as condi¢oes de cada parametro para a realizagdo dos ensaios
no planejamento fatorial completo e DCCR, as respostas obtidas nas combinacoes
dos niveis escolhidos foram registradas na matriz de planejamento conforme a

Tabela 10. Esses valores de resposta sdao essenciais para o calculo dos efeitos
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principais, interacdes e erro experimental, sendo que este ultimo foi definido pela
realizacdo do experimento em réplicas em torno do ponto central, cuja finalidade foi
definir se existem ou nédo efeitos significativos. E digno de nota também, que os
testes foram realizados de forma aleatoria, para garantir a distribuicado equanime de
todos os fatores.

Sendo assim, analisando a Tabela 10 é possivel perceber que o maior
numero de bandas cromatograficas (123, 125 e 124) foi obtido nos experimentos em
torno do ponto central (ensaios 9, 10 e 11 respectivamente) com temperatura de 25
2C, tempo de incubacao de 21 dias e luminosidade de 12/12 horas de claro/ escuro.
Em outra condicdo, no ensaio 4, com temperatura de 30 °C, tempo de incubacéao de
28 dias e luminosidade de 6 horas, foram obtidas 109 bandas.

Ainda de acordo com a Tabela 10, fazendo um comparativo entre o ensaio
5, no qual o numero de picos foi 0 menor valor experimental observado (91 picos),
com o resultado do ensaio 4, que registrou 109 picos, é possivel notar que a
variagdo dos valores de Temperatura, Tempo de fermentagcdo e Luminosidade
realmente influenciam na resposta, principalmente, quando os valores reais sao os

do ponto central.

Tabela 10: Respostas do planejamento fatorial completo 23 visando uma maior
producao metabdlica do fungo H. monticulosum.

Ensaios Ni\_/eis Valores reais Respo_sta
codificados (N° de picos)
Temperatura Tempo Luminosidade

X1 X2 X I?"C) (Diag) (Horas)

1 -1 -1 A 20 14 6 99

2 1 -1 A1 30 14 6 106

3 -1 1 -1 20 28 6 104

4 1 1 -1 30 28 6 109

5 -1 -1 1 20 14 18 91

6 1 -1 1 30 14 18 98

7 -1 1 1 20 28 18 102

8 1 1 1 30 28 18 97

9 0 0 0 25 21 12 123

10 0 0 0 25 21 12 125

11 0 0 0 25 21 12 124

Fonte: Autor.
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4.3.1 Significancia Estatistica das Variaveis Independentes

Com a obtencdo da resposta para cada ensaio, a analise de significancia
estatistica para as variaveis independentes foi realizada com base no valor dos
efeitos. Sendo assim, com os experimentos descritos na Tabela 10, foi possivel
calcular sete efeitos, distribuidos dessa maneira: trés principais (1, 2 e 3), trés de
interacdes binarias ou secundarias (12, 13 e 23) e um de interagdo ternaria ou
terceira ordem (123).

Segundo Rodrigues e lemma (2009), o efeito principal de uma variavel é
uma variagdo média na resposta produzida por uma variagao no nivel, ou seja,
quando passamos de um nivel baixo para um nivel mais alto, podendo ser
representado pela equacéo 4, ou ainda, indicar o quanto cada variavel influencia na
resposta observada.

Efeito principal :%
Nessa equacao, y corresponde a média dos efeitos individuais da medida, os sinais
(+) e (-) correspondem ao nivel alto e baixo, respectivamente, e n corresponde ao
numero total de experimentos do planejamento. Ao passo que o efeito de interagao,
€ o efeito simultaneo dos fatores sobre uma dada resposta em estudo.

Dessa forma, foi possivel calcular os efeitos estimados e evidenciar os de
maior importancia conforme a Tabela 11. Esses valores fazem referéncia as
variaveis independentes quanto a ordem de significancia estatistica, obedecendo
aos valores do teste T (Student), e do método do valor de P para um dado fator.
Sendo assim, verifica-se que todos os efeitos principais influenciaram no aumento
do numero de bandas cromatograficas, assim como na interagdo binaria 12.
Contudo, as interacoes 13 e 23, além da interacao ternaria 123 ndo se mostraram
estatisticamente significativas, motivo pelo qual ndo foram incluidas na equacao do

modelo.
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Tabela 11: Efeitos estimados e coeficientes de regressao dos parametros
analisados e os erros padrao correspondentes para o numero de picos
cromatograficos pelo Planejamento Fatorial Completo 23 com o fungo H.
monticulosum.

-95%

+95%

Fatores Efeitos  Tcac (2)* Valoi de Lim. Lim. Coefic. Erro
P Conf. Contf. uro
Média 100,75 284,964  0,000012 99,2288 102,2712 100,75 0,353553
Curvatura 46,5 34,3425  0,000847 40,6742 52,3258 23,25 0,677003
Efeitos Principais
Temperatura (X1) 3,5 4,9497 0,038476 0,4576 6,5424 1,75 0,353553
Tempo (X2) 4,5 6,364 0,023813 1,4576 7,5424 2,25 0,353553
Luminosidade (Xs) -7,5 -10,6066  0,008772  -10,5424 -4,4576 -3,75 0,353553
Interacbes
XiXz -3,5 -4,9497 0,038476 -6,5424 -0,4576 -1,75 0,353553
Xi1Xs -2,5 -3,5355 0,071523 -5,5424 0,5424 -1,25 0,353553
X2Xs 0,5 0,7071 0,552786 -2,5424 3,5424 0,25 0,353553
XXz X3 -2,5 -3,5355 0,071523 -5,5424 0,5424 -1,25 0,353553

Fonte: Autor.

Legenda: t= estatistica do teste com dois graus de liberdade; p= probabilidade de significancia do
teste t.

Ainda de acordo com a Tabela 11, é possivel perceber que alguns efeitos
foram negativos e outros positivos. De acordo com Filho (2017), o efeito € positivo,
quando ao passar do nivel baixo para o nivel alto da variavel, a resposta aumenta e
quando negativo, ocorre o contrario. Sendo assim, observa-se que a luminosidade
exerce efeito negativo (-7,5) de maior importédncia dentro do conjunto de valores
investigados, indicando uma forte influéncia dessa varidvel sobre a resposta
experimental.

Outro fato importante foi o ajuste de um modelo matematico de primeira
ordem (Equacdo 5), com o objetivo de representar o numero de picos

cromatograficos, a partir de dados de coeficientes de regressao.

Equacédo 5: Modelo matematico do Planejamento Fatorial completo 23.

Y= 100,75 (+ 0,353553) + 1,75 (+ 0,353553)X1 + 2,25 (+ 0,353553)X2 - 3,75 (+
0,353553)X3 - 1,75 (+ 0,353553)X1X2

Onde: Y representa a resposta (n? de picos); X1, X2 e X3 representam os termos
lineares de cada parametro analisado.
A referida equagao acima é valida para um intervalo definido que vai de -1 a

+1 (valores codificados) para as variaveis Temperatura, Tempo e Luminosidade.
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Essas variaveis, juntamente com as interagcbes do modelo, apresentaram erro puro
de 0,353553 para a resposta avaliada. Os coeficientes foram obtidos pelo programa
STATISTICA, de acordo com a Tabela 11.

Os dados da referida tabela podem ser confirmados graficamente pelo
diagrama de Pareto (Figura 35), o qual mostra as varidveis em ordem de
importancia para o modelo de regressao, onde a linha tracejada vermelha revela os
coeficientes que sao significativos ao nivel de significancia escolhido. Sendo assim,
€ possivel afirmar, a partir do modelo linear, que as variaveis X1, X2 e X3
(Temperatura, Tempo de fermentacdo e Luminosidade, respectivamente) e a
interacdo XiX2 ultrapassam o valor de p= 0,05, no nivel de confianga 95%,
comprovando que os valores sao estatisticamente significativos. Nota-se também
gue o modelo possui curvatura significativa, o que sugeriu completar o planejamento

com os pontos axiais por meio do DCCR.

Figura 35: Diagrama de Pareto com as variaveis de regressao em ordem crescente
de importancia de acordo com o Planejamento Fatorial Completo 23.

%?%3961

Curvatr. 34342534

-

Fonte: Autor.

4.3.2 Anélise de Variancia do Modelo Estatistico do Planejamento Fatorial

Completo

Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo foi realizada a analise de

variancia (ANOVA), aqui representada pela Tabela 12. Por ela, segundo Pereira e
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Pereira Filho (2018), a Soma Quadratica Residual (SQr) do modelo é obtida a partir
do somatorio do erro puro com a falta de ajuste, cujo valor correspondeu a 14,5. Ja a
Soma Quadratica da Regressado (SQR) é obtida através da diferenca entre a Soma
Quadratica Total (SQT) pela Soma Quadratica Residual (SQy), resultando num valor
igual a 1394,4. Vale destacar que os valores de erro puro, falta de ajuste e SQr
foram obtidos pelo software STATISTICA.

Assim, a Média Quadratica que corresponde a razdo entre a Soma
Quadratica pelo Grau de Liberdade foi verificada, e a partir de entao o valor de F foi
calculado pela divisdo entre a Média Quadratica da Regressao (MQR) pela Média
Quadratica do Residuo (MQy), e entre Média Quadratica da Falta de Ajuste (MQFA)
pela Média Quadrada do Erro Puro (MQEP) (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 12: Analise de Variancia do modelo com o Planejamento Fatorial Completo
23 para o numero de picos cromatograficos.

Fonte de Variagéo Soma N°de Graus  Média Quadratica
Quadréatica delLiberdade (MQ)
(SQ)

Regressao (R) 1394,4 4 348,6

Residuo (r) 14,5 6 24

Falta de Ajuste 12,5 4 3,1

Erro Puro 2,0 2 1

Total 1408,9 10

R2= 98,97

Fcalcuado= MQR/MQr= 144,25 Fcalculado= MQFA/MQEP= 3,1

Ftabelado 4,6~ 4,53 Fiabelado 4,2~ 19,25

F calculado/Ftabelado= 31,84

Fonte: Autor.

De acordo com a Tabela 12, observou-se que o modelo apresentou
regressao significativa, haja vista que o valor do Fcaiculado (MQR/MQI) é 31,84 vezes
maior que o Fiabelado, 0 que denota que a equacao € estatisticamente significativa e
util para fins preditivos, a um nivel de confiangca de 95%. Além disso, a equagao nao
possui falta de ajuste, uma vez que 0 Fcacuado da MQFA/MQEP é menor que o
Fiabelado. D€SSA@ Maneira, € possivel elaborar superficie de resposta para avaliagao da
regiao otima de operacdo das variaveis que maximizem a resposta em estudo
(PEREIRA E PEREIRA FILHO 2018).
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E importante destacar também, que o Coeficiente de Determinacdo (R2)
entre as respostas observadas e os valores preditos pelo modelo estatistico de
primeira ordem foi de 0,9897. Segundo Saramago e Silva (2005), esse valor, em
geral, é expresso em porcentagem e representa o quanto os resultados podem ser
explicados. Entdo, para o modelo proposto, o valor de R? foi maior que 90%,
evidenciando que o modelo foi estatisticamente significativo.

Essa analise pode ser corroborada pela observacao do grafico dos valores
observados para valores preditos (Figura 36). Por esse grafico, os valores preditos
sdo representados pela reta, ao passo que os valores observados sao
representados pelos os pontos. Assim, uma parte dos valores observados em torno
da média é descrita pela equacao de regressao, enquanto o restante é considerado
residuo (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Portanto, verifica-se uma

linearidade aproximada dos resultados sob a reta vermelha.

Figura 36: Dados observados de valores preditos para a resposta numero de picos
cromatograficos.
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4.4 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) E
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (MSR)

Apos a realizagdo do planejamento fatorial completo 23, foi possivel perceber
que as variaveis Temperatura, Tempo de fermentacdo e Luminosidade foram
significativas para o aumento da diversidade de metabdlitos secundarios da espécie
fungica em estudo, avaliada pelo aumento do nhumero de picos cromatograficos, com
uma curvatura bastante significativa.

Sendo assim, partiu-se para a aplicacdgo do DCCR, com o qual foram
realizados mais nove (09) ensaios, dos quais seis (06) foram realizados alterando as
condi¢cdes das variaveis em uma rotagado de 45° em relagdo ao ponto de partida, que
equivaleu ao valor codificado de 1,68 tanto para o nivel baixo (-) como para o nivel
alto (+), e mais trés (03) ensaios em torno do ponto central, cujos resultados

encontram-se registrados na Tabela 13.

Tabela 13: Matriz do DCCR para otimizacao da produc¢dao metabdlica do fungo H.
monticulosum.

Resposta
Ensaios Niveis codificados Valores reais (N°de
picos)
Temperatura  Tempo Luminosidade
X1 X2 X3 ‘()"C) (Diag,) (Horas)

1 -1 -1 -1 20 14 6 99

2 1 -1 -1 30 14 6 106
3 -1 1 -1 20 28 6 104
4 1 1 -1 30 28 6 109
5 -1 -1 1 20 14 18 91

6 1 -1 1 30 14 18 98

7 -1 1 1 20 28 18 102
8 1 1 1 30 28 18 97

12 -1,68 0 0 16,6 21 12 96
13 1,68 0 0 334 21 12 113
14 0 -1,68 0 25 9 12 96
15 0 1,68 0 25 33 12 112
16 0 0 -1,68 25 21 2 103
17 0 0 1,68 25 21 22 106
9 0 0 0 25 21 12 123
10 0 0 0 25 21 12 125
11 0 0 0 25 21 12 124
18 0 0 0 25 21 12 124
19 0 0 0 25 21 12 122
20 0 0 0 25 21 12 123

Fonte: Autor.
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A construgéo do DCCR apresenta-se como uma evolu¢do do planejamento
23, uma vez que acompanhado da MSR, é possivel obter condicbes 6timas das
variaveis de controle que irdo produzir a melhor resposta desejada (TEOFILO;
FERREIRA, 2006). Nesse sentido, a MSR baseia-se em duas etapas distintas, que
envolve a modelagem e o deslocamento. Esta acontece ao longo do caminho de
maxima inclinacdo de um determinado modelo, enquanto aquela é feita ajustando-se
modelos matematicos empiricos (lineares ou quadraticos, geralmente) a fim de
explorar ao maximo um dado sistema até sua otimizacado (BARROS; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

Para esta pesquisa, o DCCR serviu para a construcdo de um modelo
quadratico obtido a partir das respostas na matriz da Tabela 13. Sendo assim,
semelhante a analise do Planejamento Fatorial Completo, os valores da Tabela 14
fazem referéncia as variaveis independentes quanto a ordem de significancia
estatistica, obedecendo aos valores do teste T (Student), e do método do valor de P

para um dado fator.

Tabela 14: Efeitos estimados e coeficientes de regressao dos parametros
analisados e os erros padrao correspondentes para o numero de picos
cromatograficos pelo DCCR com o fungo H. monticulosum.

-95% +95%

Fatores Efeitos  Tcac. (B)* Valoi de Lim. Lim. Coefic. Erro
P Conf. Conf. uro
Média 123,579 288,923 0,00000 122,479 124,679 123,58 0,427724
Efeitos Principais
Temperatura (L) 6,238 10,985 0,000109 4,778 7,698 3,12 0,282931
Temperatura (Q) -14,471 -26,147 0,000002 -15,893 -13,048 -7,24 0,276718
Tempo (L) 6,578 11,584 0,000084 5,119 8,038 3,29 0,282931
Tempo (Q) -14,825 -26,787 0,000001 -16,247 -13,402 -7,41 0,276718
Luminosidade (L) -3,658 -6,443 0,001339 -5,118 -2,199 -1,83 0,282931
Luminosidade (Q) -14,571 -26,174 0,000002 -15,893 -13,048 -7,24 0,276718
Interacbes
XiXz -3,5 -4,719 0,005245 -5,406 -1,593 -1,75 0,370810
X1X3 -2,5 -3,371 0,019868 -4,406 -0,5,93 -1,25 0,370810
X2X3 0,5 0,674 0,530092 -1,406 2,406 0,25 0,370810

Fonte: Autor.

Legenda: t= estatistica do teste com cinco graus de liberdade; p= probabilidade de significancia do

teste t; L= Linear; Q= Quadratico.

De posse dos dados da Tabela 14, € possivel perceber que todas as

variaveis independentes apresentaram efeitos lineares e quadraticos significativos,

com sinais positivos e negativos, respectivamente, além das interagbées 12 e 13. Isso
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permitiu o ajuste do modelo quadratico representado pela Equacéo 6, a partir de

dados de coeficientes de regressao.
Equacéo 6: Modelo matematico quadratico do DCCR.

Y= 123,58 (+ 0,427734) + 3,12 (+ 0,282931)X1 + 3,29 (+ 0,282931)X> - 1,83 (¢
0,282931)Xs- 7,24 (£ 0,276718)% 2- 7,41 (+ 0,276718)%2 - 7,24 (+ 0,276718)% 2 -
1,75 (+ 0,370810)X1X2 - 1,25 (+ 0,370810)X1 X3

Onde: Y representa a resposta (n? de picos); X1, X2 e X3 representam os termos
lineares e quadraticos de cada parametro analisado.

Os dados da Tabela 14 podem ser confirmados graficamente pelo diagrama
de Pareto (Figura 37), o qual mostra as variaveis em ordem de importancia para o
modelo de regressao, onde todos os efeitos principais quadraticos foram os mais
significativos, ultrapassando o valor de p= 0,05, no nivel de confianga 95%,

comprovando que os valores sdo estatisticamente significativos.

Figura 37: Diagrama de Pareto com as variaveis de regressao em ordem crescente
de importancia de acordo com o DCCR.
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Fonte: Autor.

A fim de avaliar a qualidade do modelo quadratico proposto foi feita a
ANOVA conforme a Tabela 15.
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Tabela 15: Analise de Variancia do modelo com DCCR para o numero de picos

cromatograficos.
Fonte de Variagcédo Soma N° de Graus  Média Quadratica
Quadratica de Liberdade (MQ)
(SQ)
Regresséo (R) 2280,08 8 285,01
Residuo (r) 164,47 11 14,95
Falta de Ajuste 158,97 6 26,49
Erro Puro 55 5 1,1
Total 2444 55 19
R2= 93,27
Fcalculado= MQR/MQr= 19,06 F calculado= MQFA/MQEP= 24,08
Ftabelado 8,11~ 2,95 Fiabelado (6,5~ 4 95

F calculado/ Ftabelado= 6,46

Fonte: Autor.

De acordo com a Tabela 15, observou-se que o modelo apresentou
regressao significativa, haja vista que o valor do Fcaiculado (MQR/MQI) é 6,46 vezes
maior que o Frabelado, O que denota que a equacgao € estatisticamente significativa a
um nivel de confianga de 95%. Entretanto, a mesma possui falta de ajuste, uma vez
gue 0 Fcaiculado da MQFA/MQEP é maior que 0 Fiabelado. Dessa maneira, embora a
regressao seja significativa pelo teste F, segundo Barros et al. (2001) o modelo nao
poderia ser preditivo, uma vez que cobre uma pequena variacdo dos parametros
analisados.

Todavia, mesmo que haja falta de ajuste, o modelo possui Coeficiente de
Determinacdo (R2) de 93,27%, portanto maior que 90%, o que evidencia que os
dados experimentais estao ajustados ao modelo, além da regressao ter o valor de
Fcalculado S€IS vezes maior que O Frabelado. Segundo Box e Wetz (1973), o modelo que
atende essas prerrogativas pode ser considerado preditivo. Além do mais, pela
analise do grafico dos valores observados pelos preditos (Figura 38), observa-se
uma linearidade dos resultados, o que aponta que os valores experimentais

aproximam-se satisfatoriamente dos valores preditos (BOSSO et al., 2020).
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Figura 38: Valores observados pelos valores preditos para a resposta nhumero de
picos cromatograficos DCCR.
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Fonte: Autor.

4.4.1 Analise da Superficie de Resposta

ApoOs a validagdo do modelo de segunda ordem adotado (equacéo 6),
através da analise de variancia e estimativa dos efeitos principais, foram construidas
as superficies de resposta, bem como os mapas de contorno obtidos pelo programa
STATISTICA, baseado na variavel dependente numero de picos cromatograficos.
Assim, como todas as variaveis principais foram estatisticamente significativas de
acordo com a Tabela 15, optou-se por fazer combinacbes entre duas variaveis
independentes e a variavel resposta, onde se fez variar uma das duas variaveis
independentes do seu valor de minimo ampliado até o valor de maximo ampliado
com valores dentro da faixa estudada.

Inicialmente, apresenta-se a superficie de resposta e mapa de contorno para
as variaveis temperatura e tempo (Figura 39 a e b), em relacdo ao aumento do
numero de picos. Vale destacar, que os valores apresentados nas figuras sao
valores reais resultantes do tratamento estatistico, ao passo que os valores que

sustentam a equacao sao valores codificados.
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Figura 39: Superficie de resposta (a) e Mapa de contorno (b) para o aumento do numero de picos cromatograficos em fungao da

Fonte: Autor.

temperatura e tempo de fermentacado do fungo H. monticulosum.
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Analisando a Figura 39 (a e b), é possivel perceber que a maior diversidade
de metabdlitos secundarios produzidos por H. monticulosum é alcangada quando os
valores de temperatura e tempo de fermentagao estdo proximos ao do ponto central
(25°C para temperatura e 21 dias de tempo de cultivo). Outro fato que é importante
destacar nas figuras, em especial na figura (b), € a escolha da faixa inicial de
variacao desses dois parametros, haja vista que tanto no nivel +1 como no nivel -1
as respostas ja se encontram em uma regidao de valores 6timos, o que facilita a
MSR.

De acordo com Jiang et al. (2018), a temperatura e o tempo de fermentagéo
exercem um impacto importante na sintese de metabalitos fungicos, uma vez que é
capaz de interferir nas reacdes enzimaticas, alterando as vias de biossintese dos
metabdlitos. Dessa maneira, a acdo conjunta de diversos fatores (bidticos e
abidticos), bem como a idade, qualidade dos slants, e especiacao das estruturas dos
fungos, pode levar a mecanismos subjacentes de producdo de metabdlitos
secundarios ainda nao revelados (ARUMUGAM et al., 2015).

Podemos citar como exemplo da influéncia de temperatura e tempo de
fermentacao, os estudos realizados por Jiang et al. (2018), ao conseguir aumentar a
producédo de flavonoides pelo fungo Phellinus baumii, a partir da diminuicdo da
temperatura e do tempo de fermentacdo. E, em outra pesquisa realizada por
Venkatachalam et al. (2019), ser evidenciado o crescimento e a producado de
extrolitos (coloragdo de pigmentos secretados por fungos) (81-84) com atividade
antibidtica, pelo fungo marinho Talaromyces albobiverticillius a medida que foi

proporcionado o aumento gradual de temperatura em um curto intervalo de tempo.
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Figura 40: Estruturas quimicas dos extrolitos produzidos por T. albobiverticilus a
temperatura de 24°C.

Fonte: Venkatachalam et al. (2019). 1: PP-O; 2: N-glutaril-rubropunctamina; 3: N-treonina-
monascorubramina; 4: 6-[(Z)-2-carboxivinil]-N-GABA-monascorubramina.

Desse modo, seguindo a analise de superficie de resposta e mapa de
contorno, respectivamente, a Figura 41 (c e d) mostra a influéncia das variaveis
temperatura e luminosidade, em relacdo ao aumento do numero de picos
cromatograficos. Por elas, observa-se que o maior numero de picos também é
conseguido quando os valores reais estdo no ponto central (252C de temperatura e

12 horas de luminosidade).
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Figura 41: Superficie de resposta (c) e Mapa de contorno (d) para o aumento do numero de picos cromatograficos em fungéo da
temperatura e luminosidade do fungo H. monticulosum.
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De acordo com Newman (1968), a variavel temperatura se mostra como um
dos principais parametros que pode afetar as diferentes rotas biossintéticas dos
fungos, haja vista que tais microrganismos tém uma classificacdo especifica de
acordo com a temperatura 6tima, que para a maioria dos fungos esta entre 20°C e
309C. Sob esse aspecto, o H. monticulosum é classificado como fungo psicotrdfilo,
com temperatura 6tima de crescimento entre 252C e 40°C (CARVALHO, 2010). Essa
caracteristica sugere a justificativa da temperatura do ponto central ser a melhor
condicao para o possivel aumento da producdo metabolica e quimiodiversidade de
metabdlitos secundarios produzidos por essa espécie.

Além disso, a temperatura tem consideraveis efeitos ndo s6 na produgao de
metabdlitos, mas também nos aspectos morfolégicos e fisioldgicos dos
microrganismos fungicos, visto que em estudos de Richtie, Bains, MacQuilken
(2009), a otimizacdo da temperatura de crescimento a 252C por Rhizoctonia solani
favoreceu uma maior atividade antimicrobiana; ja em outra pesquisa, os fungos do
género Aspergillus tiveram essa mesma atividade registrada a 372C (COMPAORE et
al., 2016).

Sendo assim, um ponto importante destacado por Kamradgi e
Gunagambhire (2021) é que fungos, quando estdo em temperaturas abaixo da faixa
6tima, podem apresentar atividade enzimatica reduzida, e, consequentemente, levar
a uma menor producado de biomassa e de metabdlitos secundarios, ao passo que
em temperaturas acima do 6timo pode ocasionar a morte das células.

Em relagdo a luminosidade, pesquisas apontam que essa variavel esta mais
relacionada a esporulagao e origem do corpo de frutificagdo. Segundo Aghajani et al.
(2018), os corpos de frutificacdo de algumas espécies de fungos respondem a luz
por reacao fototropica produzindo esporocarpos como no fungo Pleurotus ocupam.
Entretanto, ha espécies que se desenvolvem no escuro e outras com luminosidade
parcial, como é o caso do Hydnum auriscalpium, que tanto em iluminagao continua
quanto em escuridao parece ser inibitéria a esporulacdo (BELLETINI et al, 2019).

Ainda de acordo com os ultimos autores, a luminosidade também pode
promover a alteracdo de substancias produzidas pelos fungos, onde o uso de
luminosidade provocada por lampadas UV com amplo espectro (100-800 nm), e
irradiacdao na forma de pulsos de alta intensidade, pode favorecer a conversao de
ergosterol em vitamina D2 por alguns fungos basidiomicetos, em um curto intervalo

de tempo.
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Sob essa mesma perspectiva, Priesterjahn, Geisen e Heydt (2020),
demonstraram que a luz com comprimento de onda de 450 a 475 nm, gera uma
reducdo significativa na formacgdo de micotoxinas pelos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, acompanhada pela reducdo da atividade transcricional dos
genes biossintéticos de micotoxinas. Exemplos como estes revelam a importancia
da luminosidade seja para o aumento, seja para a diminui¢ao da quimiodiversidade
de metabdlitos produzidos por fungos.

Nesse sentido, essa é a primeira vez que a variavel luminosidade € avaliada
para o fungo H. monticulosum, e de acordo com as respostas da Tabela 10, esse
parametro foi o que teve maior efeito sobre o aumento do numero de picos
cromatograficos, influenciando consideravelmente em todos os ensaios realizados,
inclusive no DCCR associado a MSR quando relacionado a temperatura e ao tempo
de fermentacdo, sendo que ficou nitido o valor do ponto do ponto central como
otimo.

Portanto, foram analisadas as superficies de resposta, assim como os
mapas de contorno ao modelo ajustado. A regido contém um ponto maximo, situado
aproximadamente em X1=X>=X3= 0 (zero), isto €, numa temperatura de 25°C, tempo
de fermentacdo de 21 dias e luminosidade de 12 horas. Com esses valores, de
acordo com a equacao 6, a maior diversidade de metabdlitos secundarios
produzidos por H.monticulosum, verificada pelo aumento do numero de picos
cromatograficos por CLAE-DAD atingiu cerca de 123 a 124 picos. Dessa maneira,
nossos resultados confirmam a hipotese, amplamente aceita, de que pequenas
variagcdes em condicoes de temperatura, tempo de fermentacdo e luminosidade
possam impactar na quimiodiversidade de metabdlitos produzidos por um

determinado microrganismo.

CAPITULO 3 - ANOTACOES DA REDE DE INTERACOES MOLECULARES DA
PLATAFORMA GNPS

As analises de Classical Molecular Networking permitiram observar os perfis
metabodlicos dos extratos nas diferentes condigbes de cultivo, nos quais foram
observados um total de 4045 nodos, dos quais foram organizados em 1367 clusters
com pelos menos um ion. Além disso, através da ferramenta MolNetEnhancer,

observou-se que a maioria dos compostos pertence a classe dos alcaloides e seus
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derivados correspondendo a 35,7% do total, acompanhado por fenilpropanoides e
policetideos com 25,7%, terpenos com aproximadamente 9,0%; e as demais classes
metabdlicas (acidos graxo e flavonoides, por exemplo) apresentaram-se com baixa
representacao em termos percentuais (Figura 42).

A alta representatividade de alcaloides na rede molecular deve ser vista
como sinalizador e eventual alvo para pesquisas futuras, haja vista que ainda n&o foi
reportada na literatura a presenga de tais substancias produzidas por H.

monticulosum, com excec¢ao de algumas dicetopiperazinas.

Figura 42: Classes quimicas de produtos naturais anotadas para os clusters do
Molecular Networking através da ferramenta MolNetEnhancer, visualizada no
Cytoscape.
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Fonte: Autor.
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Outro destaque € o alto valor de cosseno das substancias exibidas na rede,
cuja maioria esta entre 0,65-0,97, o que levou a classificagdo pela biblioteca com
padrdao ouro, cabendo a interpretacdo de que tais substancias, provavelmente,
apresentem alto indice de semelhanga nos seus espectros de massas
(BAUERMEISTER et al., 2022). Chama atencao também, que a condi¢cdo que
apresentou maior numero de compostos com altos valores de cosseno, foi com a
temperatura em 30 2C, tempo de incubacéo de 28 dias e luminosidade de 6 horas.
Essa condig&o coincide com aquela apontada na analise estatistica do Planejamento
Fatorial Completo.

Do total de nodos gerados pela rede molecular, apenas 498 estao
reportados na plataforma do GNPS, dos quais foram organizados em 69 clusters
apo6s remover aqueles relacionados ao branco. Dessa maneira, alguns metabdlitos
foram anotados nos extratos pelo GNPS, enquanto outros foram anotados fazendo
analise comparativa com outras bases de dados como Dictionary of Natural Products
e The Natural Products Atlas.

A Figura 43 representa a rede de interagdes moleculares obtida no
Cytoscape, onde foram estabelecidas cores aos nodos para diferenciacdo dos
extratos fungicos obtidos ao longo do Planejamento Fatorial Completo, sendo os
ensaios de 1 a 11 representados, respectivamente, pelas cores Laranja, Amarelo,
Verde claro, Verde musgo; Marrom; Azul piscina; Azul celeste; Azul escuro;
Vermelho; Carmim e Rosa; além da cor branca, que representou apenas o meio de

cultivo.



122

Figura 43: Representacao da rede de interagbes moleculares obtida para os extratos avaliados a partir do Planejamento Fatorial
completo 23 para o fungo H. monticulosum.
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O primeiro nodo anotado foi 0 monoterpeno cumarinico aurapteno (Figura
44), cuja principal caracteristica € a presengca de um anel benzénico fundido a uma
lactona, que se mostrou presente em todos os extratos analisados. Estudos com
essa substancia revelaram que se trata de um produto natural encontrado,
principalmente em plantas da familia Rutaceae, exibindo importante atividade
antibacteriana, antifungica, antioxidante, antileishmania e anticancerigena
(NAPOLITANO et al., 2004; BIBAK et al., 2019; NAJARAN; NAJARAN; EGHBALI;
2021).

Figura 44: Producao de Aurapteno por H. monticulosum observada através da rede
molecular e comparagao do espectro de massas.
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Fonte: Autor.

A presenca de auropteno em todos os extratos pressupde que independente
da condi¢ao de cultivo, o fungo H. monticulosum consegue biossintetiza-la por uma
rota, provavelmente, diferente daquela utilizada pelas plantas; haja vista que nao é

comum a produgao de auroptenos pelo microrganismo.
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Um cluster representativo de acidos graxos insaturados foi observado na
rede molecular, acompanhado do alcaloide aaptamina (Figura 45).

De acordo com Meng et al. (2021), a produgéo de acidos graxos insaturados
por fungos endofiticos decorre como resultado da micorrizagdo (associagao
mutualistca entre fungos e plantas), oferecendo tolerancia e protecdao ao material
vegetal envolvido. Nesse processo, os acidos graxos originados podem ser mono ou
poli-insaturados, com uma diversidade de aplicagbes sobre condi¢des inflamatérias,
como artrite, doenga de Alzheimer e lupus.

Sendo assim, pela analise das redes moleculares foi possivel perceber que
a provavel producdo de tais acidos graxos mostrou-se acentuada, principalmente,
nos experimentos de 01 a 05, o que revelou a influéncia das interagdes entre as
variaveis eleitas para o planejamento de experimentos, com destaque a

luminosidade.

Figura 45: Producao de acidos graxos insaturados e aaptmina por H. monticulosum
observada através da rede molecular.
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Fonte: Autor. (a): acido 12(13)-epdxi-9Z-octadecenoico; (b): acido (Z)-2-octilpent-2-enodioico; (c):
acido (.+/-.)-4-Hydroxy-5E,72,102,13Z,16Z,19Z-docosahexaenoico; (d): aaptamina.

O nodo representado pela substancia (a) trata-se, supostamente, de um
derivado do acido verndlico, um acido graxo de cadeia longa, monoinsaturado e
contém um epodxido, extraido de alguns representantes da familia Euphorbiaceae e
também das sementes de Vernonia galamensis (erva de ferro) em quantidades nao
significativas, cuja aplicagdo tem sido na industria como substituto de aglutinantes e
plastificantes, sendo promissor na reducao da poluicdo atmosférica (CAHOON et al.,
2002; METZGER; BORNSCHEUER, 2006) (Figura 46).
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Figura 46: Comparacao dos espectros de massas da plataforma GNPS com o
experimento do composto acido 12(13)-epoxi-9Z-octadecenoico.
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Fonte: Autor.

Ja a substancia indicada na figura 45 (b), possui espectro de massas com
um unico pico intenso em m/z 197,10 justificado pela perda de CO: (Figura 47).
Essa substancia carece de estudos quanto a atividade biolégica, uma vez que até o
presente momento ndo foram precisas as informacdes na literatura. Contudo, supde-
se que seja algum produto modificado pelo fungo derivado do acido fumarico, uma
vez que a presenca da dupla ligacdo e do grupo carboxilico, confere ao acido
fumarico propriedades uUnicas e adequadas para a fabricacdo de polimeros, além do
fumarato funcionar como intermediario no ciclo do acido citrico usado pelas células
para a producao de Adenosina Trifosfato (ATP), entre outras propriedades (GUO et
al., 2020; SEBASTIAN et al; 2021).

Por fim, a substéncia mostrada na figura 45 (c) provavelmente seja um
derivado do acido docosahexanoico, uma forma de 6mega-3, que é essencial para o
ser humano principalmente na prevencao da doenca de Alzheimer e enfermidades

cardiovasculares.
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Figura 47: Comparacao dos espectros de massas da plataforma GNPS com o
experimento do composto acido (Z)-2-octilpent-2-enodioico.
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Fonte: Autor.

Na rede molecular também foi possivel sugerir a presenca da aaptamina, um
alcaloide isoquinolinico cuja principal caracteristica é a presenga do esqueleto 1H-
benzo[de]-1,6-naftiridina, que apresentou cosseno de 0,79 e mostrou-se presente
em todos os extratos analisados. Para esse composto em particular, a similaridade
com a informacgédo do GNPS foi com a molécula em modo positivo, fato que justificou
as fragmentacdes observadas, haja vista a similaridade pelo valor de cosseno
(Figura 48).
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Figura 48: Comparacao dos espectros de massas da plataforma GNPS com o
experimento do composto aaptamina no modo positivo.
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Fonte: Autor.

Estudos com aaptamina mostraram que se trata de um produto natural
marinho isolado de esponjas do mar, principalmente do género Aaptos, com
importante atividade antioxidante, antimicrobiana, antifungica e antiviral. Mais
recentemente, foi constatado potencial citotoxico moderado frente as células adultas
de leucemia (DYSHLOVOY et al., 2014; HAMADA, MATSUMOTO, PHAN; 2019).

Um cluster referente a haplamina foi evidenciado, cujo metabdlito foi
sintetizado principalmente nos ensaios 01 e 04 (nodos laranja e verde musgo,
respectivamente), revelando a influéncia da temperatura como variavel
predominante para sua producdo pelo fungo H. moticulosum. Além disso, o

metabdlito apresentou-se na forma de [M + Na]* (Figura 49).
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Figura 49: Producao de haplamina por H. monticulosum observada na rede
molecular e comparagao dos espectros de massas.
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A haplamina é um alcaloide quinolinico, comumente isolado da planta
Haplophyllum perforatum, empregada no tratamento de varias doencas, incluindo
cancer testicular, pancreatico, colorretal e hepatico (EA et al, 2008;
MOHAMMADHOSSEINI et al., 2021).

Notavelmente, a rede de interagbes moleculares e a utilizacdo do GNPS,
bem como das ferramentas in silico disponibilizadas pela plataforma, foram
essenciais para obter informacgdes dos extratos avaliados, principalmente sobre as
interacdes das variaveis eleitas para o planejamento de experimentos, ao revelar a
eventual presenca de alcaloides e com importantes atividades biologicas. Além
disso, foi possivel obter a informacdo de metabdlitos analogos a partir da
comparacao de informagdes quimicas, haja vista que nao apresentaram
similaridade com as estruturas mostradas nas bases de dados.

Sendo assim, €& importante destacar que mesmo que a base do GNPS
disponibilize milhares de espectros de referéncia MS/MS atualmente, estes ainda
cobrem apenas uma fragdo das moléculas microbianas, e a dificuldade aumenta
quando as redes moleculares sdo geradas com dados em modo negativo de

fragmentacdo, o que torna-se um gargalo na abordagem de correspondéncia de
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bibliotecas espectrais. Mesmo assim, a perspectiva da analise metabolémica nao

orientada, pode servir como norte no estudo de microrganismos.

CAPITULO 4 - PERFIL BIOLOGICO DOS EXTRATOS

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO

Nos ultimos anos, a resisténcia bacteriana aos medicamentos tem se
tornado um grave problema de saude publica, onde o uso excessivo ou inadequado
de antibidticos, associada a falta de higiene, ma prevencéo e controle da infecgao,
fez com que esse tipo de medicamento se tornasse menos eficaz contra infecgbes
bacterianas. Nesse sentido, a busca por novos agentes antimicrobianos &
imprescindivel, com destaque aqueles advindos de enddfitos marinhos, haja vista
que a literatura recente aponta tal atividade em substancias isoladas de simbiontes
de algas, esponjas, corais e fungos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Sendo assim, a Tabela 16 mostra os resultados obtidos para a atividade
antibacteriana dos extratos brutos do planejamento fatorial completo 23 e da curva
de crescimento do fungo H. monticulosum. Os resultados da triagem foram definidos
pela presenga ou auséncia de atividade na concentragdo testada (512 pg/mL), a
qual também foi considerada como a Concentracao Inibitoria Minima (CIM). Dessa
maneira, os compostos com atividade antibacteriana sdo aqueles que obtiveram

resultado < 512, logo nao houve atividade antibacteriana para os extratos testados.
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Tabela 16: Resultado da triagem antibacteriana dos extratos brutos.
Linhagens g ¢ p g F G H | J K 07 14 21 28 35
bacterianas
S.epidermidis  >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 35984
S. aureus >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 25923
S. aureus >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 8095
E. faecalis >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 29212
E. faecium >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 700221
K.pneumoniae >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 700603
E.coliATCC  >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
25922
A.baumannii  >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
ATCC 19606
P.aeruginosa >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512

ATCC 27853

Fonte: Autor. Legenda: Em cinza estéo as bactérias Gram (+) e em branco estao as bactérias Gram (-).
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4.6 TRIAGEM PONTUAL DE INIBIDORES PARA AS ENZIMAS CALICREINA (KLK)
E ACETILCOLINESTERASES (AChE E BChe)

4.6.1 Triagem de inibidores da acetilcolinesterase (AChE e BChe)

Os dados obtidos dos ensaios de inibicdo enzimatica com os biorreatores
AChEee para cada amostra estdo descritos e podem ser comparados com o inibidor
padrao de galantamina na Figura 50. Aqui, foi possivel perceber que a maioria dos
extratos ndo apresentou atividade anticolinesterasica, salvo o extrato otimizado em
escala ampliada, o extrato do ensaio F que corresponde a condigdo de temperatura
a 30 °C, tempo de fermentacéo de 28 dias e 6 horas de luminosidade, e o extrato da

curva de crescimento de 21 dias, que apresentaram fraca atividade.

Figura 50: Grafico dos resultados do ensaio de triagem para AChEee para cada
extrato.
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Fonte: Autor. Legenda: EA/AS-02: Extrato Otimizado em escala ampliada; DCCR 1-6: Extratos do
Delineamento Composto Central Rotacional.

Os dados obtidos dos ensaios de inibicado enzimatica com os biorreatores
BChEhu para cada amostra estdo descritos na Figura 51 e também podem ser
comparados com o inibidor padrdo de galantamina. Nessa situacao, € perceptivel a
diferenca de atividade comparada com a figura anterior, uma vez que frente a

enzima BChEhu, a maioria dos extratos apresenta ao menos tracos de atividade
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anticolinesterasica, especialmente, no extrato da curva de crescimento de 21 dias,

que em relagcdo aos demais foi 0 que teve maior atividade.

Figura 51: Grafico dos resultados do ensaio de triagem para BChEhu para cada
extrato.
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Fonte: Autor. Legenda: EA/AS-02: Extrato Otimizado em escala ampliada; DCCR 1-6: Extratos do
Delineamento Composto Central Rotacional.

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor produzido no sistema nervoso
central e periférico, responsavel diretamente pela regulacdo da memoria, sono e
cognicdo que, em quantidade inadequada pode contribuir para a doenca de
Alzheimer (PARRAVICINI et al., 2021). Para tanto, no curso da transmissdo do
impulso nervoso € necessario que a ACh seja degradada, cuja funcdo é
desempenhada por enzimas conhecidas como colinesterases, a saber:
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) (KAUSAR et al., 2022).

As duas enzimas tém estruturas gerais semelhantes, onde no cérebro
saudavel, a proporcdo de AChE é de aproximadamente 80%, ao passo que de
BChE é de 20%. Todavia, a medida que a doenca de Alzheimer avanca sobre o
paciente, ocorre uma inversao na proporcionalidade dessas enzimas no cérebro, na
qual a concentragcdo de AChE cai para algo em torno de 10-15%. Assim, é

imprescindivel fazer a triagem de inibicdo simultaneamente, e em proporgoes
adequadas (GAO et al., 2021).
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4.6.2 Triagem de inibidores da calicreina (KLK)

Os dados obtidos dos ensaios de inibicdo enzimatica com a enzima
calicreina KLK-Shp-NHS para cada extrato avaliado podem ser visualizados e
comparados com o controle (inibidor padrao de leupeptina) na Figura 52. Nesse
ensaio, quatro extratos mostraram-se promissores para atividade de inibicao
enzimatica de calicreina, o extrato do experimento E, que corresponde a condi¢ao
de temperatura de 30 °C, tempo de fermentacdo de 14 dias e luminosidade de 6
horas; o extrato do experimento J, que corresponde as condi¢cdes de temperatura,
tempo de fermentacao e luminosidade, equivalentes ao ponto central, e os extratos

da curva de crescimento em 07 dias e 21 dias, respectivamente.

Figura 52: Grafico dos resultados do ensaio de triagem para KLK-Shp-NHS para
cada extrato.
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Fonte: Autor. Legenda: EA/AS-02: Extrato Otimizado em escala ampliada; DCCR 1-6: Extratos do
Delineamento Composto Central Rotacional.

Estudos da literatura pontuam que as calicreinas teciduais humanas (KLKs)
pertencem a uma familia de serinoproteases, que em diferentes formas de
expressao e atividade, podem estar envolvidas em varias condi¢des fisiologicas e
patolégicas. Por exemplo, niveis alterados de KLK6 podem estar associados a
esclerose multipla e doencga de Parkinson, assim como altos indices de KLK8 foram
detectados em cérebros humanos com Alzheimer, enquanto a KLK3 foi verificada
como marcador para cancer de prostata (CARVALHO et al., 2021; PRASSAS et al.,
2015). Portanto, a desregulagdo dessas enzimas envolve uma variedade de
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patologias, que as torna alvos terapéuticos para estas doencas por meio da inibicao
de KLKs.

4.7 ENSAIO ANTITUMORAL (CITOTOXICIDADE)

Analisando a Figura 53 e Tabela 17 é possivel perceber que as amostras
testadas ndo apresentaram alto potencial citotoxico, haja vista que nenhuma delas
apresentou percentual de inibicdo do crescimento celular superior a 70% na
concentracao de 5 pg/mL. Os extratos que tiveram maior representatividade nessa
concentragao foram o do experimento DCCR5 com 21,6% de inibi¢cdo, cuja condigcao
foi temperatura a 25 °C, tempo de fermentacdo em 21 dias e luminosidade de 2
horas, e da curva de crescimento em 21 dias com 19,4% de inibigcdo.

Em relagdo a concentragcdo de 50 pg/mL, os extratos do ensaio F e K
apresentaram uma interessante inibicdo do crescimento celular, com 99,0% e 92,1%
respectivamente. Portanto, faz-se necesséario otimizar as condi¢gbes de cultivo da
linhagem fungica em questado, tendo como objetivo amplificar o potencial citotdxico,

principalmente na menor concentragao.

Figura 53: Porcentagem de inibicdo dos extratos brutos de H. monticulosum frente

ao crescimento celular da linhagem de carcinoma colorretal (HCT-116).
HCT116
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Fonte: Autor. Legenda: EA/AS-02: Extrato Otimizado em escala ampliada; DCCR 1-6: Extratos do
Delineamento Composto Central Rotacional.
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Tabela 17: Porcentagem de inibigcdo dos extratos brutos de H. monticulosum frente
ao crescimento celular da linhagem de carcinoma colorretal (HCT-116) nas
concentragdes de Sug/mL e 50 pg/mL (média £ SEM) (n=2)

Sug/mL 50ug/mL

Mean SEM Mean SEM
A 6.43 4.11 7.31 2.51
B 6.47 3.84 0.69 0.59
C 6.28 3.67 7.72 6.32
D 7.63 4.48 12.23 5.89
E 8.84 5.12 10.92 5.39
F 0.00 0.00 98.99 0.60
G 2.1 1.74 1.32 1.32
I 2.40 2.40 0.00 0.00
J 11.54 2.47 15.50 4.15
K 0.00 0.00 92.12 2.92
7 5.13 2.1 2.25 2.25
14 0.00 0.00 3.33 3.33
21 19.37 7.99 3.72 3.72
28 7.76 5.80 13.77 9.21
35 0.00 0.00 16.95 3.99
DCCR1 3.85 1.73 3.16 2.58
DCCR2 1.82 1.06 2.53 1.55
DCCR3 5.35 3.14 1.53 1.35
DCCR4 3.18 1.84 5.82 3.45
DCCR5 21.59 8.32 4.91 4.91
DCCR6 7.57 3.49 4.88 1.76
EA-AS02 3.05 2.07 3.30 1.91

Fonte: Autor. Legenda: EA/AS-02: Extrato Otimizado em escala ampliada; DCCR 1-6: Extratos do
Delineamento Composto Central Rotacional.

4.8 POTENCIAL NEMATICIDA

Os resultados do bioensaio contra nematodos demonstraram que as
amostras avaliadas n&o exibiram atividade nematotoxica na concentragcdo de
100ug/mL-! contra J2 de M. incognita, apds 48 horas de exposicao (Figura 54).

Em razao do resultado obtido, n&o foi realizado o bioensaio de recuperacao.
Assim, faz-se necessario a realizacdo de um novo bioensaio in vitro de
nematotoxicidade utilizando a concentracdo de 200 ou 300upg/mL-! das amostras
previamente avaliadas, bem como das outras amostras que nao foram testadas

nessa oportunidade.
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Figura 54: Bioensaio in vitro de viabilidade das amostras obtidas a partir de H.
monticulosum denominadas (A, B, C, D, E, F, 7, 14, 21, 28 e 35) sobre juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, apds 48 horas de exposicao.
Controle negativo (C-) dH20; Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70% e Controle
interno DMSO 1%.
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Fonte: Autor.

A literatura recente tem apontado a importadncia e a possibilidade da
utilizacdo de metabdlitos secundarios de fungos endofiticos no cotidiano agricola,
com destaque ao potencial nematicida, haja vista que os nematoides afetam de
modo consideravel o crescimento das plantas e o rendimento das culturas (FARHAT
et al., 2022). Nesse sentido, Chapla, Biasetto e Araujo (2013) destacam que as
estruturas quimicas dos metabdlitos nematicidas sao diversificadas, incluindo acidos
graxos simples, lactonas, antraquinonas, alcaloides, entre outros. Portanto, como a
analise do perfil quimico dos extratos investigados por meio de redes moleculares
apresentou algumas das classes citadas, torna-se interessante a realizacao de
ensaios adicionais visando a identificacdo de substancias bioativas com potencial
nematotoxico.

Tendo em vista ao exposto, a realizacdo do planejamento de experimentos
para o cultivo do fungo H. monticulosum representou um avango importante na

busca de novos produtos bioativos, principalmente, quando comparamos com



137

trabalhos anteriores em nosso grupo de pesquisa, nos quais extratos da mesma
linhagem fungica praticamente n&o mostraram resposta para atividade
anticolinesterasica e antitumoral. No presente trabalho, os resultados obtidos para
estas atividades biolégicas apresentaram-se satisfatorios, mesmo levando em
consideragcdo na matriz resposta 0 numero de picos cromatograficos. Isso sugere
que, para pesquisas futuras, seja considerado como matriz resposta do
delieneamento experimental o potencial bioativos dos extratos a serem testados .
Importante ainda ressaltar que, apesar das atividades antibacteriana e
nematicida ndo apresentarem potencial relevante, a triagem negativa nao exclui a
possibilidade das amostras apresentarem tais atividades em concentragdes maiores,
como sugerido no ensaio nematicida. Além disso, a literatura é vasta quanto aos
efeitos sinérgicos e/ou antagbnicos eventualmente presentes, em especial para

bioensaios de extratos brutos.

CAPITULO 5 - ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS PRODUZIDAS
POR H. monticulosum NO METODO CULTIVO OTIMIZADO

4.9 DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA S01

A substancia S01 foi obtida como um dleo incolor, que apos a analise dos
dados  espectroscopicos e  espectrométricos, foi identificada  como
Dihidroesporotriolideo. Tal substancia é uma furofurandiona, anteriormente
encontrada em H. monticulosum com importante atividade antifungica (SARUP et al.,
2014).

A Figura 55 mostra seu espectro UV-Vis, no qual € possivel destacar

bandas de absor¢cdo em 227 nm (MeOH).



Fonte:

Autor.

Figura 55: Espectro no UV-Vis da substancia SO1.
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Sua formula molecular foi definida como Cq13H2004 através da analise dos

dados de RMN, bem como do seu espectro de massas de baixa resolucao (ESI-IT)

no modo negativo (Figura 56), cujo pico base em m/z foi 239,19 [M - HJ-.

Figura 56: Espectro de massas de baixa resolugao da substancia S01, modo

negatlvo.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 57) de S01 mostrou dois hidrogénios
metilicos, sendo um tripleto em &n 0,86 (J13-12 7,0 Hz, H-13, 3H), e um dubleto em &H
1,20 referente ao H-7 (J7-2 7,5 Hz, 3H), que acopla com H-2 a-carbonilico; cinco
hidrogénios metilénicos sendo um quadrupleto em on 1,68 (H-8), e quatro multipletos
em o1 1,38 (H-9), 1,32 (H-10), 1,26 (H-11) e 1,27 (H-12); quatro hidrogénios
metinicos sendo dois hidrogénios a-carbonilicos, com um multipleto em 6y 3,27 (H-
2), e um duplo dubleto em &n 3,70 (J32 10,1 Hz e J34 6,0 Hz, H-3, 1H), e dois
hidrogénios oximetinicos com um duplo dubleto em dn 5,14 (J46= 6,0 Hz e J4.3= 4,0
Hz, H-4, 1H) e um multipleto em &n 4,79 (H-6).

Ja no mapa de contorno de HSQC (Figura 58), juntamente com os valores
das integracdes no espectro de RMN de 'H, foi possivel identificar sinais para cinco
carbonos metilénicos em 6c 28,3 (H-8), dc 24,9 (H-9), 6c 28,4 (H-10), oc 31,1 (H-11)
e oc 22,7 (H-12); quatro carbonos metinicos em ¢ 35,9 (H-2), 6c 44,6 (H-3), 6c 78,6
(H-4), oc 80,6 (H-6); e duas carbonilas em 6c 177,4 (C-1) e 6¢c 173,3 (C-5).

No mapa de contorno HMBC (Figura 59) foram observadas correlagdes do
hidrogénio H-2 com os carbonos C-1, C-3, C-5 e C-7, hidrogénio H-3 com os
carbonos C-1, C-2 e C-5, hidrogénio H-4 com os carbonos C-5 e C-6, hidrogénio H-6
com os carbonos C-4, C-8 e C-9, hidrogénio H-7 com os carbonos C-1, C-2 e C-3,
hidrogénio H-8 com os carbonos C-6, C-9 e C-10, hidrogénio H-9 com os carbonos
C-8 e C-11, e ainda, do hidrogénio H-10 com o carbono C-9, hidrogénio H-11 com o
carbono C-10 e hidrogénio H-12 com os carbonos C-11 e C-13.

Os dados de RMN foram compilados na Tabela 18 para melhor visualizagao

dos sinais de 'H e 13C atribuidos a SO1.
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia S01.

Posicéo H S (ppm) 13C 5 (ppm)
1 - 177,12
2 3,27 (m) 35,89
3 3,70 (dd, 10,1, 6,0) 44,61
4 5,14 (dd, 6,0, 4,0) 78,64
5 - 173,35
6 4,79 (m) 80,63
7 1,20 (d, 7,5) 10,74
8 1,68 (q) 28,32
9 1,38 (m) 24,92
10 1,32 (m) 28,45
11 1,26 (m) 29,8
12 1,27 (m) 22,05
13 0,86 (t, 7,0) 13,99

Fonte: Autor.
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H de S01 (DMSO-ds 600 MHz).
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Fonte: Autor.

Figura 58: Mapa de contorno de HSQC da substancia S01 (DMSO-de 150 MHz).
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Figura 59: Mapa de contorno de HMBC da substancia S01 (DMSO-ds 150 MHz).
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4.10 DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA S02

A substancia S02 foi isolada com aspecto de um 6leo amarelo, mostrando-
se como um dos metabdlitos majoritarios da fase acetonitrila. Apés as analises dos
dados espectroscépicos e espectrométricos, além de comparagdes com a literatura
(Web of Science), ainda nao foi possivel identificar esta substdncia com metabdlitos
anteriormente isolados, o que sugere ser uma nova substancia.

Seu espectro de UV-Vis esta apresentado na Figura 60, que mostra bandas
de absor¢cao maxima em 254, 263 e 274 nm (MeOH).

Figura 60: Espectro UV-Vis da substancia S02

500
24.53
450
400 | i
350
300
2= || f I

200

Fonte: Autor.

O espectro de RMN de 'H (Figura 61) de S02 mostrou sinal de um singleto,
provavelmente, relacionado ao hidrogénio de amida em 6n 8,44 (H-16); dois dubletos
de hidrogénios metilicos em 64 1,19 (J12-2 6,22 Hz, H-12, 3H) e &4 1,16 (J15.13 6,57
Hz, H-15, 3H); dois duplos dubletos referentes aos hidrogénios metilénicos
diasterotopicos em 6n 2,27 (Joa-9b 6,44 Hz, H-9a, 1H; Joa2 14,42 Hz, H-9a, 1H) e &1
2,46 (Job-9a 7,39 Hz, H-9b, 1H; Job> 14,37 Hz, H-9b, 1H); um quintupleto de
hidrogénio metinico em &n 4,25 (J 6,22 Hz, H-13, 1H); um sexteto referente ao
hidrogénio metinico em 6n 5,20 (J 6,51 Hz, H-2, 1H); outro dubleto em 61 5,78 (J
15,34 Hz, H-4, 1H) referente ao hidrogénio a-carbonilico, um multipleto em &4 6,08 (J

5,57 Hz, H-7, 1H; J 15,36 Hz, H-7, 1H), e dois duplos dubletos sendo o primeiro
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alusivo ao hidrogénio olefinico em 6y 6,27 (J 11,12 Hz, H-6, 1H; J 15,37 Hz, H-6,
1H), e o segundo em 61 7,16 (J 11,09 Hz, H-5, 1H; J 15,33 Hz, H-5, 1H).

Com o auxilio do espectro de HSQC (Figura 62) foi possivel observar duas
metilas em d&c 24,09 (C-15) e 6c 20,84 (C-12), trés carbonos em oc 46,09 (C-9), doc
69,15 (C-13) e 6c 71,63 (C-2), quatro carbonos olefinicos em dc 122,96 (C-4), oc
146,51 (C-5), dc 128,15 (C-6) e 6¢c 148,63 (C-7).

Ao analisar o mapa de contorno de COSY (Figura 63) é possivel perceber
que ha dois sistemas de spins separados, no qual o dubleto em on 1,19 (H-12) faz
correlagao com o sexteto em dn 5,20 (H-2), e com os hidrogénios diasterotdpicos em
OH 2,27 (Ha-9) e 61 2,46 (Hb-9). No outro sistema, o dubleto em 84 1,16 (H-15) faz
correlagdo com o quintupleto em én 4,25 (H-13), com o multipleto em o4 6,08 (H-7),
com o duplo dubleto em 61 6,27 (H-6) e em o4 7,16 (H-5), além do dubleto em 6n
5,78 (H-4).

Os dados de RMN foram compilados na Tabela 19 para melhor visualizagao

dos sinais de 'H e 13C atribuidos a S02.

Tabela 19: Dados de RMN de H (600 MHz) e 13C (150 MHz) da substancia S02.

Posicao H S (ppm) B3C 6§ (ppm)

1 -

2 5,21 (sex, 6,51) 71,63
3 -

4 5,78 (d, 15,34) 122,96
5 7,17 (dd, 11,09; 15,33) 146,51
6 6,28 (dd, 11,12; 15,37) 128,15
7 6,09 (m) 148,63
8 -

9 2,27 (dd, 6,44; 14,42) 46,09
% 2,46 (dd, 7,39; 14,37) 46,09
10 - 177,02
11 -

12 1,20 (d, 6,22) 20,84
13 4,25 (quint, 6,22) 69,15
14 -

15 1,16 (d, 6,57) 24,09

Fonte: Autor.

O mapa de contorno HMBC (Figura 64) permitiu estabelecer a correlagéo do

hidrogénio H-12 com os carbonos sp3 C-2 e C-9, do hidrogénio H-15 com o carbono
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sp2 C-7 e com o carbono sp?3 C-13. Observou-se também correlagdo dos hidrogénios
diastereotopicos H-9a e H-9y com os carbonos C-12, C-2 e C-10, além da relagéo do
hidrogénio H-13 com o carbono sp® C-15, e os carbonos sp2 C-6 e C-7. Outras
correlagdes importantes incluem a do hidrogénio oximetinico H-2 com os carbonos
carbonilicos C-3 e C-10, do hidrogénio olefinico H-4 com os carbonos C-3 e C-6, e
do hidrogénio H-16 com o carbono sp? da amida em C-17.

Sendo assim, em face das caracteristicas elencadas nos espectros de RMN,

a proposta de estrutura para S02 é representada por:

Os nucleos mais importantes a serem analisados nessa estrutura sao
aqueles relacionados ao H-16, mais afastado, supostamente, seja do grupo amida;
os sinais dos hidrogénios olefinicos em H-4, H-5, H-6 e H-7 todos com J 15,0 Hz,
caracteristico de ligagbes duplas conjugadas em relagdo trans; os carbonos
carbonilicos C-3, C-10 e C-17, com destaque ao C-3 que exerce efeito anisotropico
sobre os hidrogénios olefinicos do sistema de ligacbes duplas conjugadas com o
grupo carbonila em C-3, caracterizando um sistema carbonilico o, B, vy, & -
insaturado.

Considerando a estrutura parcialmente proposta, chegou-se a cogitar que se
tratava de um macrolideo, porém a auséncia de sinais de hidrogénio suficientes para
tal proposta, essa classificagdo foi abandonada. Contudo, a busca na literatura
permitiu localizar o acremonol e o acremodiol (85 e 86), duas bislactonas isoladas
anteriormente do fungo Acremonium com importante atividade antimicrobiana

(BERG et al., 2002) como estruturas semelhantes a de S02, isolada neste trabalho.

e]

0
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Figura 61: Espectro de RMN de 'H de S02 (DMSO-ds 600 MHz).
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Figura 62: Mapa de contorno de HSQC para a substéancia S02 (DMSO-ds 150 MHz).
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Fonte: Autor.

Figura 63: Mapa de contorno de COSY para substancia S02 (DMSO-ds 600 MHZz).
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Fonte: Autor.

Figura 64: Mapa de contorno de HMBC da substancia S02 (DMSO-ds 150 MHz).
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Sua formula molecular foi definida como C12H1sNOs através da analise dos
dados de RMN previamente citados, bem como do seu espectro de massas de alta
resolucado (ESI-Q-TOF) no modo positivo (Figura 65), cujo pico base em m/z foi
254,2103 [M + H]* (calculado 254,2107 - erro de 1,5 ppm).

Figura 65: Espectro de massas de alta resolugédo da substancia S02, modo positivo.

Rafzd J POS_DDAnri 820 (2/855) AM2 (Ar 20000.0,0.00,0.00 1: TOF MS E5+
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho ressaltam a importancia da
investigagdo dos microrganismos marinhos em variadas formas de cultivo, bem
como os fatores que influenciam tanto a producdo metabdlica como a bioatividade.

A realizacdo do planejamento de experimentos associada a técnica OSMAC
evidenciou que a quimiodiversidade de um microrganismo € diretamente
influenciada por fatores extrinsecos (temperatura, tempo de fermentacdo e
luminosidade), contribuindo para que o fungo produza ou ndo determinados
metabalitos, justificando a variacdo nos dados obtidos. Merece destaque a variavel
tempo de incubagao, haja vista que essa, em alguns laboratorios, € trabalhada de
maneira padronizada (28 dias em meio liquido e 21 dias em meio solido). Além
disso, os resultados indicaram a importancia de se fazer a curva de crescimento do
microrganismo sob estudo, a fim de perceber o dia otimo| de crescimento em
massa, e a partir dai orientar o estudo dessa variavel nos niveis alto e baixo.

Ainda em relacdo ao planejamento de experimentos, € importante salientar
gue em poucos ensaios foi possivel perceber as relagdes entre as variaveis
independentes, a partir da observagédo de tendéncias com relacdo ao resultado de
variabilidade quimica dos extratos produzidos, que servem como ponto de partida
para a realizacao de estudos posteriores. A desvantagem fica por conta da selegao
da variavel resposta, uma vez que montado o planejamento de experimentos, nem
sempre as variaveis eleitas irdo se encaixar, para que respostas diferentes sejam
otimizadas.

Nesse trabalho, destacamos também a utilizagdo de ferramentas para
estudos metabolédmicos como o Molecular Networking, de alta relevancia para a
analise do perfil metabdlico de misturas complexas (extratos) fonecidas pela
abordagem OSMAC ao realizar o planejamento de experimentos. Estes resultados
evidenciaram a producao de substancias pertencentes a classes metabdlicas que
até entdo nao haviam sido referenciadas na literatura, a partir da espécie fungica em
estudo, como os alcaloides. Esses dados devem nortear investigagcoes de perfis
quimicos e a selecdo de metabdlitos secundarios para isolamento no futuro. Nesse
ponto, a ressalva fica por conta da disponibilidade dos dados de MS/MS na
plataforma na qual foi gerada a rede molecular analisada, pois apesar da plataforma

estar em franca ascenséao, tanto em usabilidade como em quantidade de espectros
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depositados, ainda € baixo o numero de espectros MS/MS no modo negativo
disponiveis, o que representa ainda um gargalo para analises de perfis metabdlicos
por meio de redes moleculares geradas nesse modo de aquisigao.

Em relacdo aos resultados de atividade bioldégica, a realizacdo do
planejamento de experimentos para o fungo H. monticulosum representou um
avanco importante na busca de novos produtos bioativos, haja vista que as
alteracdes de cultivo para producao de extratos brutos do fungo envidenciou
potencialidade das atividades atitumoral e anticolinesterasica.

Por fim, o exercicio de isolamento de substancias levou a caracterizagdo de
dois metabdlitos, sendo um deles bastante conhecido na literatura como subproduto
do marcador quimiotaxondmico da espécie, o diidroesporotriolideo. A outra
substancia purificada, um derivado tipo macrolideo com residuos éster e amida,
ainda nao havia sido relatada na literatura quanto a informagbes sobre sua
elucidagdo estrutural nem sobre atividade bioldgica, evidenciando a necessidade de
investigagdes adicionais sobre sua ocorréncia em outras fontes, bem como seu
potencial bioldgico.

Portanto, podemos concluir que esse estudo contribui para o
aprofundamento no conhecimento da quimiodiversidade de microrganismos
endofiticos isolados a partir de organismos do bioma marinho, ainda sub-explorado.
Ressalta também sua importancia como fonte de material para novos estudos de
bioprospecc¢ao, contribuindo assim, para agregar valor aos produtos naturais, por
exemplo, para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e outros produtos
uteis. Neste sentido, ficam evidentes também, as potenciais contribuicdes alinhadas
com os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), propostos pela ONU, em
especial, aqueles associados aos ODS-3, voltados a saude e bem-estar, e aos ODS-

14, relacionados a vida na agua.
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